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 Resumen__________________________________________________________________________________ 
 
La Artrosis (OA) es la patología articular más frecuente. La característica principal de la OA es la degeneración del 
cartílago articular, aunque simultáneamente se producen cambios en el metabolismo de la membrana sinovial y del 
hueso subcondral lo que provoca la aparición de dolor y rigidez y la disminución de la funcionalidad. La PGE2 es un 
mediador clave en la patogenia de la OA. El tratamiento más extendido para controlar los síntomas de la OA son los 
antiinflamatorios no esteroideos (AINES). La eficacia terapéutica de los AINES se atribuye a su capacidad de 
disminuir la liberación de la PGE2 mediante la inhibición de la actividad enzimática de la COX. Aunque actualmente 
estos fármacos se emplean durante largos periodos de tiempo, no se conocen con exactitud los efectos directos que 
tienen sobre el cartílago.  
En esta tesis hemos demostrado que, una terapia prolongada con agentes bloqueantes de la PGE2 disminuye la 
producción de PGE2 no solo mediante la inhibición directa de las COX, sino también por la disminución en la 
expresión y en la síntesis de la COX-2 y la mPGES-1 en el cartílago articular de pacientes artrósicos. La disminución 
en la expresión y la síntesis de la iNOS podría contribuir en la reducción de la progresión de la respuesta 
inflamatoria. Sin embargo, el CBX y el ACF parecen tener un perfil antiinflamatorio diferente en cuanto al control de la 
presencia de citoquinas en el cartílago de pacientes con OA. 
También hemos demostrado, mediante estudios in vivo e in vitro, que HIF-1α y VEGF podrían regularse por un 
mecanismo independiente de la PGE2 durante la OA.  
Por último, hemos demostrado que en el cartílago de pacientes con artrosis, el tratamiento a largo plazo con CBX 
inhibe la señal resortiva sintetizada por los condrocitos. In vitro, demostramos que la PGE2 regula la expresión y la 
liberación de los principales mediadores del metabolismo óseo en condrocitos artrósicos. 
El planteamiento de este trabajo permite abrir nuevas hipótesis en cuanto a la presencia de mecanismos 
dependientes e independientes de PGE2 que podrían controlar la progresión de la OA. 
 
 
 
 
 
Summary__________________________________________________________________________________ 
 
Osteoarthritis (OA) is the most common chronic joint disease. Joint cartilage degeneration is the central feature in OA, 
but is associated with concomitant changes in synovium and subchondral bone metabolism causing pain and stiffness 
in the involved joints and an impaired physical function. PGE2 is a key mediator in the pathogenesis of OA. The most 
widespread agents employed for the control of OA symptoms are Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID). The 
therapeutic efficacy of NSAID has been attributed to its ability to impair PGE2 release by inhibiting COX enzyme 
activity. Although currently these drugs are employed over extended periods, their direct effects on cartilage are still to 
be fully defined.  
 This thesis demonstrates that prolonged therapy with PGE2 blocking agents decreases PGE2 production not only by 
direct inhibition of COX activity, but also by down-regulating COX-2 and mPGES-1 expression and synthesis in the 
articular cartilage of OA patients. The down-regulation of iNOS in the articular cartilage would also contribute to 
reduce the progression of the inflammatory response. However, CBX and ACF seem to have a different anti-
inflammatory effect on cytokine synthesis both in the cartilage of OA patients.  
We also demonstrated, by studies in vivo and in vitro, HIF-1α and VEGF could be regulated by an independent 
mechanism of PGE2 during the OA.   
Finally, we have shown that in cartilage from patients with OA, long-term NSAID treatment inhibited the resorptive 
signal synthesized by chondrocytes. In vitro, we showed that PGE2 regulated the expression and release of these key 
mediators of bone metabolism by articular chondrocytes. 
This work opens new hypothesis for the mechanisms, both PGE2 dependent and independent, which may control the 
progression of OA. 
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 ABREVIATURAS. 
Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos se ha conservado la 
correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje científico. 
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1. LA ARTROSIS.  
Según la Organización Mundial de la Salud, la artrosis es la causa más importante de discapacidad funcional del 
aparato locomotor en todas las razas y zonas geográficas, y afecta al 80% de la población mayor de 65 años en los 
países industrializados. El “American College of Rheumatology” (ACR) define artrosis como: “un grupo heterogéneo 
de condiciones que conducen a síntomas y a signos articulares, los cuales se asocian con defectos en la integridad 
del cartílago articular, además de cambios relacionados con el hueso subcondral y con los márgenes articulares” [1]. 
La principal característica de la artrosis es, por lo tanto, la degeneración progresiva del cartílago articular. A esta 
degeneración le acompañan cambios en todas las estructuras articulares: la cápsula articular, los tejidos blandos 
periarticulares, la membrana sinovial y el hueso subcondral, lo que origina dolor, rigidez e incapacidad funcional [2]. 
No se conoce, de forma definitiva, la causa de la artrosis. Las investigaciones realizadas hasta la fecha sugieren que 
los cambios estructurales son debidos a la combinación de diversos factores sistémicos, como el sexo, la edad, la 
herencia, la densidad mineral ósea, etc. y factores locales como la obesidad, ejercicio físico, traumatismos repetidos, 
sobrecarga articular, etc.  
1.1 Cartílago: Estructura y cambios en la artrosis. 
El cartílago articular es un tejido altamente especializado, componente fundamental del sistema esquelético en áreas 
donde se requiere de una arquitectura semisólida para dar forma, fuerza, flexibilidad y resistencia. Clásicamente se 
ha considerado al cartílago como un tejido avascular, aneural y alinfático, compuesto por único tipo celular, los 
condrocitos, rodeados por una matriz extracelular (MEC) que ellos mismos secretan.  
Los condrocitos suponen aproximadamente el 10% del peso del cartílago. Producen la MEC adyacente, pero 
también son capaces de desporalizarla y eliminarla. Los condrocitos varían morfológicamente dependiendo de la 
zona en la que se encuentran y su función viene determinada por los cambios sufridos en la propia MEC. 
La MEC es responsable de las características mecánicas del cartílago. Se compone de agua, colágeno, 
proteoglicanos y glicoproteínas extracelulares. El agua se distribuye en función de su localización. El colágeno es 
mayoritariamente de tipo II, lo que confiere al cartílago una gran resistencia a la tensión, aunque también se 
observan pequeñas cantidades de colágeno tipo I, IV, IX, X y XI. El colágeno tipo VI se encuentra en fases precoces 
de la artrosis y el tipo X se asocia a  la calcificación del cartílago. Los proteoglicanos son macromoléculas complejas 
responsables de la resistencia a la compresión del cartílago. Se componen de subunidades denominadas 
glicosaminglicanos (GAGs). Estos GAGs se unen a un núcleo proteico formando los proteoglicanos mediante 
proteínas de enlace al ácido hialurónico (AH), un GAGs sin sulfatar que no forma proteoglicanos. Los proteoglicanos 
tienen una vida media de tres meses, presentan una gran capacidad para retener agua y son los responsables de la 
estructura porosa del cartílago. Por último, las glicoproteínas extracelulares  tienen funciones de unión entre la MEC 
y los condrocitos. 
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En el cartílago articular humano se pueden diferenciar las siguientes capas (Figura 1): 
Capa superficial (40 µm de espesor). Con escasa actividad metabólica, presenta pocos proteoglicanos y una elevada 
concentración de fibras de colágeno distribuidas paralelas a la superficie. Soporta las fuerzas de cizallamiento. Los 
condrocitos presentes están muy aplanados y paralelos a la superficie.  
Capa intermedia o de transición (500 µm de espesor). Con una elevada actividad metabólica, posee mayor 
presencia de proteoglicanos y menos colágeno, dispuesto oblicuamente y al azar. Soporta fuerzas de compresión y 
los condrocitos presentes son más redondeados. 
Capa profunda o radial (1000 µm de espesor). Rica en proteoglicanos y fibras de colágeno. Éste se distribuye 
radialmente formando arcos. Las células son redondeadas y forman columnas y también soporta fuerzas de 
compresión. 
Capa calcificada (300 µm de espesor). No presenta proteoglicanos y el colágeno está dispuesto radialmente. Posee 
cristales de hidroxiapatita y es adyacente al hueso subcondral. Es la capa de anclaje del cartílago al hueso. La 
celularidad es escasa. Está separada de la anterior por el frente de calcificación o tidemark, de 5 µm de grosor, que 
es una barrera ondulada con disposición tangencial de sus fibras que permite soportar las fuerzas de cizallamiento. 
El cartílago articular está sujeto a un equilibrio entre los procesos anabólicos (síntesis de MEC) y catabólicos 
(degradación de la matriz). En la articulación adulta y sana estos procesos están en equilibrio y las moléculas 
destruidas son reemplazadas por moléculas nuevas. El condrocito, es responsable de la síntesis y del mantenimiento 
de la MEC, a través de la liberación de sustancias sintetizadas y degradadas durante los procesos anabólicos y 
catabólicos. Bajo circunstancias normales, los condrocitos responden sintetizando componentes de la matriz como 
colágeno tipo II y proteoglicanos. Sin embargo, durante la artrosis, los condrocitos alteran su metabolismo e inducen 
un aumento en la producción de proteasas y de mediadores proinflamatorios. Estos procesos conducen a una 
elevada concentración de citoquinas como la IL-1β y el TNF-α, que, a su vez, inducen una disminución en la síntesis 
de colágeno y proteoglicanos [3, 4] y un incremento en la concentración de proteasas degradativas, entre las que se 
incluyen las metaloproteasas, y de otros mediadores inflamatorios como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la 
prostaglandina E sintasa microsomal 1 (mPGES-1), la prostaglandina E2 (PGE2), la óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) y el óxido nítrico (NO) [5-8].  
Independientemente de cuál sea el factor desencadenante, en el cartílago durante la artrosis se producen una serie 
de eventos bioquímicos y moleculares que originan la aparición de cambios macroscópicos y microscópicos en todos 
los niveles del cartílago articular. En su estructura, se origina una fibrilación superficial gradual, que se puede 
extender hasta el hueso subcondral, produciendo una disminución progresiva del grosor del cartílago articular con 
pérdida completa en algunas zonas (Figura 1). En las primeras fases de la artrosis se produce un aumento en la 
densidad celular y en la capacidad sintetizadora de los condrocitos, en un intento de compensar la pérdida de MEC, 
pero finalmente el número de células existentes en el tejido disminuye (Figura 1). Este número celular va a depender 
del equilibrio entre división y muerte celular. En los últimos años ha cobrado especial relevancia el papel de la 
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senescencia y de la muerte celular del condrocito por apoptosis que conduce a un cartílago hipocelular [2, 9, 10]. En 
la MEC inicialmente se produce un aumento del contenido de agua, proteoglicanos y fibronectina, pero en estadíos 
más avanzados de la enfermedad se ocasiona una disrupción de la organización del tejido y una pérdida de 
proteoglicanos, AH y colágeno. 
 
Figura 1. A: Esquema de las capas del cartílago articular sano. B y C: Imágenes microscópicas del cartílago articular 
normal (B) y artrósico (C), en las que se puede observar los cambios que acontecen en el tejido dañado.  
 
1.2 Cambios durante la artrosis de otras estructuras articulares. 
1.2.1 Hueso subcondral. 
El hueso subcondral es el tejido subarticular mineralizado que se extiende desde el frente de calcificación hasta el 
inicio de la médula ósea. Sus funciones principales consisten en dar soporte al cartílago articular suprayacente, 
distribuir la carga mecánica, absorber la tensión continua de los impactos mecánicos y nutrir las capas profundas del 
cartílago hialino, especialmente en el periodo de crecimiento. El hueso subcondral incluye al menos tres estructuras 
bien diferenciadas: el cartílago calcificado, un hueso laminar corticalizado y el hueso subcondral trabecular. Las dos 
primeras son conocidas en la literatura como placa subcondral. Algunos autores incluyen también un hueso 
trabecular subarticular por debajo del hueso subcondral trabecular, cuyos límites no están bien definidos. El espesor 
del hueso subcondral varía en función de la especie animal, edad, masa corporal, localización y tipo de articulación. Así, el 
grosor del hueso subcondral del platillo tibial humano puede llegar hasta 2-3 mm en la zona de más carga. El hueso 
subcondral está muy vascularizado, aunque la mayoría de los vasos no alcanzan el cartílago calcificado y, excepto en 
estados patológicos como la artrosis, ninguno penetra en el cartílago hialino [11]. El cartílago calcificado puede aumentar 
de espesor mediante osificación endocondral, contribuyendo a lo que se denomina esclerosis subcondral. Asimismo, 
el hueso subcondral puede incrementar su grosor por aposición directa de hueso (modelado óseo) y/o variar su 
densidad a través del remodelado óseo. En condiciones fisiológicas, el crecimiento, modelado y remodelado óseos 
ocurren constantemente a lo largo de la vida, pero su actividad es diferente en los tres tejidos mineralizados 
mencionados, con diferente resultado sobre la masa, geometría y mecánica articular. El proceso de osificación 
C
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endocondral ocurre normalmente a lo largo de toda la vida, dando lugar en la artrosis a un avance, aplanamiento y 
duplicidad del frente de calcificación y a un aumento de espesor del cartílago calcificado, que puede alcanzar hasta 
un 25% del espesor total del cartílago (en condiciones normales la relación entre ambos suele ser 10 a 1). Estos 
cambios confieren mayor rigidez al cartílago calcificado y mayor sobrecarga del cartílago suprayacente, lo que 
favorece el desarrollo de la artrosis. Sin embargo, y aunque la densidad aparente del hueso subcondral es 
significativamente mayor en los pacientes artrósicos que en los individuos normales, la densidad mineral ósea real 
puede ser significativamente menor debido a una hipomineralización de dicho tejido [11].  En radiografías de 
pacientes con artrosis en fases avanzadas, es evidente la esclerosis en el hueso subcondral, confirmada mediante 
estudios microscópicos que describen un aumento en el volumen del hueso [12, 13]. Sin embargo, varios 
investigadores sugieren que en fases tempranas de la artrosis se produce un incremento en la resorción ósea [14-
17]. La liberación de citoquinas y metaloproteasas que ocurre durante la destrucción del cartílago y el estrés del 
hueso podrían iniciar estas respuestas tempranas en el hueso subcondral [16, 18], ya que en la interfase entre el 
hueso y el cartílago, se han encontrado niveles elevados de MMP-9 y -13, BMPs y IL-6 [15, 18]. La producción local 
de IGF-1 y TGFβ contribuyen en el remodelado del hueso subcondral durante la artrosis [19]. Además, existen 
evidencias de que la producción de VEGF y de otros marcadores endoteliales promueven la penetración de nuevos 
vasos sanguíneos atravesando el frente de calcificación desde el hueso subcondral hacia el cartílago. La 
angiogénesis osteocondral es independiente del proceso que ocurre en la sinovial  [20]. Todavía no está claro si las 
citoquinas del hueso fuerzan la progresión de la artrosis o si son una respuesta a los eventos mecánicos y 
moleculares que se producen en el cartílago y la sinovial durante la artrosis. Sin embargo, lo que cada vez está más 
claro es que la relación entre hueso y cartílago es muy estrecha y que ambos tejidos pueden mantener una 
permanente comunicación tanto desde un punto de vista biomecánico, como intercelular e intermolecular. 
1.2.2 Membrana sinovial. 
Los cambios que acontecen en la membrana sinovial artrósica afectan a varios niveles: se produce una hiperplasia 
moderada de la capa íntima, edema intersticial, incremento de la vascularización, activación de las células 
resistentes del estroma e infiltrado de la membrana sinovial por células inflamatorias, incluyendo células B y T 
activadas [21]. 
Estudios histopatológicos de la membrana sinovial de pacientes con artrosis demostraron la presencia de sinovitis en 
dichas membranas, localizada junto a las zonas en las que se produce la degeneración del cartílago articular [21]. 
Además, Shibakawa y colaboradores demostraron la presencia de un pannus en la articulación artrósica que 
mediante la liberación de colagenasas contribuye a la destrucción del cartílago articular [22]. 
1.2.3 Otras estructuras articulares. 
También se producen cambios durante la artrosis en otras estructuras articulares como en el margen articular donde 
aparece un crecimiento anómalo de cartílago, que se osifica originado ostefitos, en la cápsula que se engruesa a 
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medida que la artrosis avanza y en el tejido periarticular donde pueden aparecer tendinitis o bursitis acompañando a 
la artrosis, tal vez por la sobrecarga mecánica de la articulación.   
1.3 La inflamación en la artrosis. 
La artrosis se asocia frecuentemente con signos y síntomas de inflamación, incluyendo el dolor, hinchazón y rigidez 
que conducen a un deterioro funcional significativo [23]. Aunque el debate sobre el papel de la inflamación sinovial en 
la artrosis todavía está de actualidad, la sinovitis participa en la evolución de la artrosis tanto en las fases tempranas 
como en etapas avanzadas, gracias al infiltrado de la membrana sinovial por células inflamatorias, entre las que se 
incluyen células B y T activadas, y por la sobreexpresión de mediadores proinflamatorios [24]. La inflamación sinovial 
es un factor que probablemente contribuye alterando la regulación funcional de los condrocitos y favoreciendo el 
desequilibrio entre los procesos anabólicos y catabólicos del cartílago [25]. Diversos estudios in vivo e in vitro 
evidencian que los condrocitos pueden producir y/o responder a una serie de citoquinas y mediadores 
proinflamatorios presentes en los tejidos y en los fluidos artrósicos. La relación entre el incremento en el líquido 
sinovial y en los tejidos articulares de los niveles de encimas catabólicas y mediadores proinflamatorios como la 
PGE2, el NO, la IL-1β y el TNF-α entre otros, está bien documentada, aunque se desconoce el mecanismo por el cual 
se inicia la producción de estos mediadores inflamatorios. Los tejidos artrósicos, entre ellos el cartílago, sintetizan IL-
1β en concentraciones suficientes como para estimular su propia síntesis a la vez que inducen, tanto en condrocitos 
como en sinoviocitos, la síntesis de otras citoquinas como el TNF-α y de mediadores catabólicos como la 
metaloproteasa-1 (MMP-1), MMP-3, 8 y 13 y agrecanasas, degradando así la MEC del cartílago  [26, 27]. Además de 
inducir la síntesis de MMPs y de otras proteinasas, la IL-1β y el TNF-α incrementan la síntesis de PGE2 mediante la 
estimulación de la expresión de la COX-2, la mPGES-1 y la fosfolipasa A2 soluble (sPLA2), y aumentan la 
producción de NO mediante la iNOS. La IL-1β también induce otras citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-8, 
la IL-17, la IL-18, el factor inhibidor de leucocitos (LIF), y reduce la expresión de genes asociados con el fenotipo de 
los condrocitos diferenciados [28, 29]. Las citoquinas que expresan los tejidos artrósicos participan en la degradación 
del cartílago [30].  El aumento en la expresión de los mediadores proinflamatorios como la IL-1β, el TNF-α, la COX-2, 
la mPGES-1, la iNOS, etc. está mediado por la inducción y la activación de diversos factores de trascripción como el 
factor nuclear kappa B (NF-κB), la proteína activadora 1 (AP-1), el factor inducible por la hipoxia (HIF-1), 
normalmente implicados en señales de estrés e inflamación. 
Los condrocitos y las células sinoviales responden a diversas señales mediante la producción de citoquinas, de otros 
mediadores proinflamatorios y de proteinasas que degradan la MEC del cartílago. Los productos originados de esta 
degradación de la MEC pueden a su vez provocar la liberación de colagenasas y de otros mediadores que 
aumentarían la gravedad de estos eventos celulares.  También podrían aumentar la concentración de factores 
anabólicos como BMPs y TGFβ, que participarían en la formación de osteofitos. Además, se pueden observar en 
muestras de pacientes con artrosis avanzada un aumento de la zona calcificada del cartílago, la duplicación del 
frente de calcificación y la invasión de vasos sanguíneos desde el hueso subcondral hacia el cartílago 
(angiogénesis). 
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Figura 2. Cambios que se producen en la articulación artrósica.  
 
2. MOLÉCULAS IMPLICADAS EN LA ARTROSIS. 
El proceso inflamatorio, la degradación del cartílago y los cambios en el hueso subcondral en la artrosis están 
regulados por una serie de moléculas de distinta naturaleza y función. Entre estos mediadores, cabe destacar las 
citoquinas, las quimioquinas, los prostanoides, las metaloproteasas y las especies reactivas de oxígeno. A 
continuación, describiremos algunas de estas moléculas. 
2.1 Los Prostanoides. 
La familia de los prostanoides incluye a las prostaglandinas (PGs) y a los tromboxanos (TXs), potentes mediadores 
lipídicos derivados del ácido araquidónico tras la acción de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y distintas PG y TX 
sintasas. Estos compuestos poseen importantes funciones en procesos fisiológicos tales como la homeostasis renal 
y vascular y el crecimiento y la diferenciación celular. Son esenciales además en el proceso inflamatorio asociado a 
múltiples patologías, como la artritis, la artrosis, la aterosclerosis y el cáncer. 
Los precursores de estos compuestos son los ácidos grasos poliinsaturados, que se transforman por esterificación 
del glicerol en colesterol y fosfolípidos que se almacenan en la membrana plasmática. El ácido araquidónico (AA) es 
el precursor de prostanoides más importante. La biosíntesis de los prostanoides implica una secuencia de tres pasos. 
Primero se produce la liberación de los ácidos grasos de la membrana celular por la fosfolipasa A2 o por la 
fosfolipasa C,  siendo el ácido araquidónico el más abundante de todos ellos. El segundo paso consiste en la 
conversión de estos ácidos grasos en endoperóxidos inestables gracias a la acción de las prostaglandinas 
endoperóxido sintasas (PGHS) o ciclooxigenasas (COX). En el tercer y último paso  se isomeriza o se reduce este 
producto hasta formar las prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGF2), las prostaciclinas (PGI2) y los tromboxanos (TxA2) 
Quiste
subcondral
Osteofito
Pérdida de cartílago
y erosión del
hueso subcondral
Disminución del
espacio articular
Hipertrofia
sinovial 
IL-1β
TNF-α
IL-6
IL-8
BFGF
TGFβ
Membrana
sinovial
Líquido sinovial
Cartílago
Hueso subcondral
Fibroblasto
Linfocito
Macrófago Condrocito
IL-1β
TNF-α
IL-6
IL-8
IGF
BFGF
TGFβ
OPG
RANKL
HIF-1α
VEGF
Osteoblasto
Osteoclasto
IL-1β
TNF-α
IL-6
IL-8
IGF
TGFβ
Colágeno II
Proteoglicanos
I n t r o d u c c i ó n  | 7 
 
mediante sintasas específicas [31]. Los diferentes prostanoides ejercen su acción a través de sus correspondientes 
receptores de membrana (DP, EP, FP, IP y TP). 
2.1.1 La Ciclooxigenasa.  
La ciclooxigenasa (COX o PGHS) es una hemoproteína que cataliza la conversión del AA a PGH2. Es una proteína 
bifuncional con dos actividades independientes: ciclooxigenasa y peroxidasa. La primera reacción ciclooxigenasa 
convierte el AA en la prostaglandina G2 (PGG2), y la segunda reacción peroxidasa reduce la PGG2 a PGH2. Estas 
dos reacciones se producen en sitios diferentes de la enzima pero funcional y estructuralmente conectados: la 
reacción ciclooxigenasa se produce en un canal hidrofóbico en el núcleo de la enzima y la reacción peroxidasa se 
produce gracias a un grupo hemo localizado en el centro activo de la enzima, cerca de la superficie de la proteína 
[31].  
Aunque la COX se purificó y se secuenció en la década de los 70 [32], la existencia de dos isoformas no se describió 
hasta los años 90 [33]. En la actualidad se conocen tres isoformas de la COX en mamíferos [34]. La COX-1, la forma 
constitutiva, se encarga de la producción fisiológica de PGs [35]. Está localizada en casi todos los tejidos del 
organismo y las PGs derivadas de esta enzima participan en respuestas fisiológicas como la homeostasis vascular, 
la reabsorción renal de Na+ y la protección de la mucosa gastrointestinal [36]. La COX-2 no se expresa en la mayoría 
de las células en condiciones normales, y su expresión es inducible como respuesta a citoquinas proinflamatorias, 
factores de crecimiento o endotoxinas [34]. La elevada producción de la COX-2 se considera el mecanismo por el 
que aumentan los niveles de las PGs durante la inflamación [36]. COX-1 y COX-2 son homodímeros. Comparten 
aproximadamente el 60% de homología tanto a nivel de ADN cíclico (ADNc) como a nivel de aminoácidos y tienen 
propiedades estructurales y cinéticas similares [31]. La COX-3 es la isoforma más recientemente descubierta. 
Aunque se han descrito diferentes propiedades farmacológicas para la COX-3, muchos investigadores consideran 
que es una variante de splicing de la COX-1 [37, 38]. La distribución de las isoformas difiere entre las especies y 
entre los tejidos. En la articulación, la COX-1 se expresa tanto en sinoviocitos como en condrocitos sanos. En 
cambio, la COX-2 es detectable en situaciones patológicas en el cartílago y en la membrana sinovial tanto en 
pacientes con artritis como con artrosis [39]. En cuanto a la localización celular se ha visto que ambas enzimas se 
localizan tanto en el retículo endoplásmico como en la membrana nuclear, encontrándose las dos isoformas en 
concentraciones similares en los compartimentos celulares [40]. 
2.1.2 La Prostaglandina E sintasa. 
La prostaglandina E sintasa (PGES) es la enzima terminal en la cascada de síntesis de la PGE2 y cataliza la 
isomerización de la PGH2 a la PGE2. Presenta tres isoformas, la PGES microsomal 1 (mPGES-1), la PGES 
microsomal 2 (mPGES-2) y la PGES citosólica (cPGES) [41]. 
La mPGES-1, es una isoforma inducible de 16 KDa, se localiza en la membrana nuclear y requiere glutation (GSH) 
como cofactor esencial para su actividad enzimática [42]. Esta acoplada funcionalmente a la COX-2 y los estímulos 
proinflamatorios como la IL-1β y el TNF-α inducen su expresión génica  [43], contribuyendo a la producción de la 
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PGE2 durante la respuesta inflamatoria. Se ha descrito la implicación de esta enzima en las enfermedades 
reumatoides ya que su expresión está aumentada tanto en la artritis como en la artrosis. Además, estudios 
inmunohistoquímicos han demostrado que la mPGES-1 y la COX-2 colocalizan en la región perinuclear tanto de 
condrocitos [44] como de sinoviocitos estimulados con IL-1β [45].   
La mPGES-2 es una proteína de 33 KDa que se expresa constitutivamente en diferentes tipos celulares y cuyos 
niveles no aumentan en situaciones inflamatorias [46]. Esta enzima no necesita glutation y parece estar asociada 
tanto a la COX-1 como a la COX-2 en la producción de PGE2 en procesos de inflamación crónica y aguda 
respectivamente [46]. 
La cPGES es una proteína citosólica de 26 KDa que se expresa constitutivamente en una gran variedad de tejidos y 
células y cuya expresión no está inducida por estímulos proinflamatorios en la mayor parte de las células. Esta 
isoforma se localiza en el citosol y está acoplada principalmente a la COX-1. Se ha observado que la cPGES está 
implicada en la protección de la mucosa gastrointestinal y en algunas funciones neuronales [47]. 
La múltiple identificación de enzimas de la PGES revela la existencia de al menos dos rutas biosintéticas 
segregadas, la constitutiva COX-1/cPGES, crucial en la producción de PGE2 requerida para el mantenimiento de los 
tejidos en homeostasis, y la inducible COX-2/mPGES-1 [43], en respuesta a estímulos inflamatorios. 
2.1.3 La Prostaglandina E2. 
La prostaglandina E2 (PGE2) es el principal prostanoide producido por muchos tejidos y tipos celulares. Muchos 
trabajos han confirmado la relevancia de la PGE2 como mediador de la respuesta inflamatoria y de la respuesta 
inmune, y su implicación en la remodelación, formación y resorción ósea, entre otras funciones. 
En cuanto a las enfermedades reumáticas, se ha demostrado que los tejidos articulares liberan gran cantidad de 
prostaglandinas, especialmente de PGE2 [48, 49]. En pacientes con artrosis, se han detectado altas concentraciones 
de PGE2 en la membrana y en el líquido sinovial [50, 51]. De hecho, la membrana sinovial es la fuente principal de 
PGE2 durante la artrosis [51], aunque los condrocitos, los sinoviocitos y los macrófagos pueden sintetizarla [52]. La 
PGE2 modula varios de los principales procesos implicados en la destrucción gradual del tejido en la artrosis, como 
son la activación de proteasas, la síntesis de proteínas de la matriz, la neoangiogénesis, la síntesis de mediadores 
estructurales, etc. [28, 52-56]. Otros estudios han demostrado que la PGE2 presenta también efectos 
antiproliferativos y proapoptóticos [49, 52].  
El papel de la PGE2 en el desarrollo de la artrosis es un tema que aún en la actualidad crea controversia, ya que la 
PGE2 podría tener una doble función. En el cartílago, la PGE2 puede ejercer efectos pro ó anticatabólicos [28]. La 
PGE2 inhibe la degradación  tanto de los proteoglicanos como de las proteínas de la matriz [57, 58], estimula la 
expresión génica del colágeno tipo II [59, 60] y estimula la síntesis de proteoglicanos y colágeno a través de la 
inducción del factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-1) [60, 61]. Por otro lado, la PGE2 promueve la degradación 
de la matriz del cartílago [62], presenta efectos antiproliferativos y proapoptóticos [52, 63] y la inhibición de la PGE2 
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previene el daño del cartílago inducido por citoquinas [64] e incrementa la síntesis de proteoglicanos en el cartílago 
artrósico [65, 66]. 
La PGE2 ha sido durante décadas diana terapéutica en el tratamiento de la artrosis, ya que su inhibición mejora 
algunos síntomas de esta patología como el dolor y la función articular. Aunque los inhibidores de  la PGE2 se usan 
en la actualidad como tratamiento durante periodos prolongados de tiempo, todavía no se conoce el efecto directo 
que tiene la inhibición de esta prostaglandina en el cartílago a largo plazo, ni desde el punto de vista inflamatorio ni 
desde el punto de vista estructural, ya que existen muy pocos estudios que evalúen estos resultados. 
La variedad en los efectos que provoca la PGE2 podría explicarse en parte por la existencia de cuatro receptores 
diferentes para este mediador, denominados EP1, EP2, EP3 y EP4 [67]. Los receptores EPs son receptores 
acoplados a proteínas G, y se han clasificado farmacológicamente en base a su respuesta y afinidad con diferentes 
agonistas y antagonistas y a su expresión que parece que depender del tipo celular. Cada receptor está codificado 
por un gen distinto y difieren en la cadena de aminoácidos, en las propiedades farmacológicas y en las propiedades 
de la transducción de la señal. Si bien existen varios ligandos para los receptores EPs, la PGE2 es el ligando más 
potente y se une a cada uno de los cuatro receptores, pero con diferentes afinidades. La unión de la PGE2 con EP1 
conduce principalmente a un aumento en el Ca2+ intracelular, mientras que la unión con los receptores EP2 y EP4 
induce un incremento en la concentración de AMPc mediante la estimulación de la adenilato ciclasa. El receptor EP3 
presenta varias isoformas por splicing alternativo y la principal vía de señalización de este receptor es la inhibición de 
la adenilato ciclasa mediante el acoplamiento de una proteína Gi, aunque las funciones que llevan a cabo las 
diferentes isoformas pueden ser distintas [68]. Las funciones de los receptores EP2 y EP4 pueden parecer 
redundantes en algunos procesos, por ejemplo, tanto EP2 como EP4 median en la inducción por PGE2 de RANKL a 
través de la vía del AMPc en la osteoclastogénesis, pero la contribución de cada receptor podría ser diferente [69, 
70]. Además, existen procesos en los que EP2 y EP4 juegan roles diferentes, lo que puede estar relacionado con 
que EP4 (y no EP2), puede activar la vía de señalización de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) por un mecanismo 
independiente de la activación de la vía de la adenilato ciclasa [71]. 
2.2 El Óxido nítrico. 
El óxido nítrico (NO) es un radical libre gaseoso, sintetizado en las células de los mamíferos por la oxidación del 
aminoácido L-arginina a L-citrulina. Esta reacción está catalizada por las óxido nítrico sintasas (NOS). El NO es lábil 
y en presencia de oxígeno se metaboliza rápidamente a su forma inactiva, estable y definitiva, los nitritos (NO2-) y los 
nitratos (NO3-) [72]. La vida media del NO es breve, entre unos 8 y 10 segundos, lo que limita su campo de acción. 
Sin embargo, sus efectos biológicos pueden extenderse debido a la formación de productos estables y activos, 
cuando reacciona con proteínas y otras moléculas. Una vez sintetizado, el NO puede difundir en la misma célula o en 
las células vecinas, donde se puede unir al grupo hemo de la guanilato ciclasa estimulando la producción de GMPc 
[73]. El GMPc activado puede después unirse específicamente a proteínas diana, incluidos factores de transcripción, 
quinasas y fosfodiesterasas para provocar efectos diversos. El NO también puede actuar de una forma 
independiente al GMPc, por ejemplo modificando directamente a proteínas o contribuyendo a la oxidación de 
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proteínas y lípidos, lo que incrementa el número y la complejidad de los roles potenciales del NO en situaciones 
fisiológicas y patológicas [74]. Además, las especies reactivas del oxígeno también pueden mediar en las funciones 
celulares. El peroxinitrito (ONOO-) se forma por la combinación del NO y el anión superóxido (O2-), y contribuye en 
diversos eventos destructivos, incluida la apoptosis [75]. El NO también puede eliminarse por reacción con 
oxihemoglobina hasta formar nitratos [75]. Existen numerosos factores que determinan el papel dual fisiológico y/o 
patológico del NO, entre ellos, uno de los más importantes es la concentración local del mediador. 
En cuanto a las enfermedades articulares, el NO es considerado como un factor catabólico claramente involucrado 
en la destrucción del cartílago articular a través de diferentes mecanismos, incluyendo apoptosis y perpetuación de la 
expresión de citoquinas proinflamatorias [76, 77]. El NO puede inhibir la síntesis de macromoléculas de la matriz del 
cartílago, tales como el colágeno y proteoglicanos, aumentar la actividad de las MMP, incrementar la susceptibilidad 
al daño inducido por otros oxidantes como H2O2, reducir la síntesis del IL-1Ra, inhibir la proliferación celular, etc. [78]. 
Estos hechos afianzan la hipótesis de que el NO es un factor proinflamatorio y proapoptótico que, cuando se 
presenta en exceso, es perjudicial para la articulación y contribuye en la patogenia de la artrosis.   
2.3 Las óxido nítrico sintasas. 
El óxido nítrico se sintetiza en las células de mamíferos gracias a la intervención de una familia de enzimas 
conocidas como óxido nítrico sintasas (NOS). Se conocen tres isoformas distintas de la NOS, codificadas en 
diferentes genes, la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS), la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y la óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS). Los estudios iníciales indicaban que la nNOS y la eNOS se expresaban de forma 
constitutiva en el sistema nervioso y en el endotelio vascular, respectivamente, sintetizando una pequeña cantidad de 
NO (del orden de pmoles) de forma calcio dependiente, en condiciones basales y bajo estimulación,  y que la iNOS 
se inducía solo tras la estimulación con endotoxinas o con algunas citoquinas proinflamatorias, produciendo grandes 
cantidades de NO (2 o 3 órdenes de magnitud más que las otras dos enzimas) de forma independiente de calcio [79-
84]. Estudios más recientes demostraron que las expresiones de la eNOS y de la nNOS se pueden regular [85-88], y 
que la iNOS se puede expresar constitutivamente incluso bajo condiciones fisiológicas [89, 90]. 
La nNOS, además de en el sistema nervioso se localiza en otros tejidos como el músculo esquelético. La eNOS se 
localiza en diferentes tejidos y células como el endotelio vascular, miocardio, plaquetas e hipocampo. Finalmente se 
ha descrito la presencia de la isoforma inducible en macrófagos, musculo cardiaco, hepatocitos, glía, condrocitos, 
etc. 
2.4 Las Citoquinas. 
Las citoquinas son péptidos de pequeño tamaño que se unen a receptores específicos de la membrana de las 
células donde van a ejercer su función, iniciando una cascada de transducción intracelular de señal que altera el 
patrón de expresión génica, de modo que esas células diana producen una determinada respuesta biológica. Estos 
mediadores controlan muchas funciones fisiológicas críticas tales como: diferenciación y maduración celular, 
inflamación y respuesta inmune local y sistémica, reparación tisular, hematopoyesis, apoptosis y muchos otros 
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procesos biológicos. La producción excesiva de citoquinas conduce a situaciones patológicas, de ahí su implicación 
en enfermedades inflamatorias, inmunes e infecciosas [91].  
2.4.1 IL-1β y el TNF-α: Dos citoquinas proinflamatorias. 
Dentro de las citoquinas proinflamatorias, se encuentran la interleuquina 1β (IL-1β) y el factor de necrosis tumoral-α 
(TNF-α). Estas citoquinas pueden ser sintetizadas por distintos tipos celulares y son responsables de la activación de 
un gran número de células. En la articulación artrósica ambas participan en la destrucción del cartílago [92]. En 
condrocitos y sinoviocitos estas citoquinas son capaces de inducir su propia producción al tiempo que inducen la 
síntesis de otros mediadores como la IL-6, la IL-8 y el factor inhibidor de leucocitos [78, 93]. Ambas citoquinas son 
capaces de incrementar la expresión de la COX-2 y de la iNOS, y por lo tanto, de los mediadores inflamatorios que 
sintetizan estas dos enzimas, la PGE2 y el NO [78, 93]. También son capaces de aumentar la producción de otras 
moléculas implicadas en el desarrollo de la enfermedad, como proteasas, quimioquinas y moléculas de adhesión. 
Finalmente, tanto la IL-1β como el TNF-α disminuyen la síntesis de proteoglicanos y de colágeno tipo II en los 
condrocitos y aumentan en cambio la expresión de los colágenos tipo I y III [78, 93]. La suma de estos efectos tiene 
como resultado final la puesta en marcha del programa catabólico que se produce en la artrosis. 
La familia de la IL-1 incluye once miembros, aunque solo cuatro (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-1Ra) están implicados en 
procesos patológicos [94]. Existe una fuerte homología entre la IL-1α y la  IL-1β, las dos surgen de precursores de 
aproximadamente 31 KDa que se rompen para generar proteínas maduras de 17 KDa. La IL-1α es una molécula 
inicialmente unida a la membrana y podría ejercer su función mediante la interacción directa célula-célula [95]. La IL-
1β es liberada al medio extracelular y se activa gracias a una proteasa denominada enzima conversora de IL-1β, o 
caspasa-1, que está incrementada tanto en el cartílago como en la membrana sinovial artrósica [96]. La IL-1β 
produce diferentes efectos biológicos a través de su unión a receptores específicos, conocidos como IL1R. Se han 
identificado tres variantes, IL-1R tipo I (IL-1RI, 80 KDa), IL-1RII (68KDa) y IL-1RAcP [97]. Tanto el receptor tipo I 
como el tipo II se encuentran incrementados en sinoviocitos y en condrocitos artrósicos [98, 99], lo cual hace a estas 
células más sensibles a la IL-1β.  
La familia del TNF consta por lo menos de 18 miembros que exhiben un 15-25%de homología en su secuencia de 
aminoácidos. El TNF-α se sintetiza como precursor inactivo de unos 26 KDa unido a la membrana; es necesaria la 
actuación de la enzima conversora de TNF-α (TACE) para su activación [100]. Esta enzima se encuentra elevada en 
el cartílago de pacientes con artrosis y es uno de los mediadores implicados en la destrucción de la matriz 
extracelular [101]. Cuando el TNF-α está activo forma homo trímeros que se unen a sus receptores de membrana. 
Hasta la fecha se ha descubierto dos receptores, TNF-R1 (55 KDa) y TNF-R2 (75 KDa) [100]. El TNF-R1 parece ser 
el más implicado en la actividad del TNF-α en la artrosis y está incrementado en condrocitos artrósicos [98]. 
Berembaum y colaboradores demostraron que el TNF-α induce la expresión de COX-2 sin la concomitante 
producción de PGE2 en condrocitos de conejo, mientras que la IL-1β y el TNF-α actúan sinérgicamente en la 
liberación de PGE2 [102]. Aunque las dos citoquinas tienen un perfil proinflamatorio similar, la IL-1β y el TNF-α tienen 
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mecanismos de acción diferentes sobre los condrocitos. Según diferentes estudios realizados en animales, se puede 
concluir que la IL-1β es un mediador más poderoso  que el  TNF-α en cuanto a la destrucción del cartílago [102, 
103]. 
2.5 El factor de crecimiento del endotelio vascular. 
Aunque el cartílago humano es un tejido avascular en condiciones fisiológicas, se puede observar un fenómeno de 
angiogénesis durante el proceso del desarrollo óseo endocondral. Además, la inflamación articular que ocurre en 
patologías como la artrosis puede llevar a la neovascularización del cartílago. En estas condiciones, la expresión de 
factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), juega un papel clave, no solo en el 
control de la angiogénesis, sino también en el metabolismo del condrocito. 
El VEGF es conocido por ser un importante mediador de la angiogénesis. La familia del VEGF comprende al menos 
siete miembros: VEGF-A (usualmente llamado solo VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y el factor 
de crecimiento placentario PIGF [104-107]. Se conocen hasta siete isoformas de VEGF generadas por splicing 
alternativo, que se diferencian estructuralmente en el número de aminoácidos que las forman. Las cuatro isoformas 
más destacadas son VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206, de las cuales el VEGF165 es la más abundante. Una de 
las diferencias más importante entre las isoformas es la afinidad por los receptores celulares y por la matriz 
extracelular [104, 108]. Se conocen tres receptores para VEGF, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 [109]. El papel 
fundamental de VEGFR2 es el desarrollo vascular, mientras que VEGFR1 podría ser un receptor señuelo. VEGFR3 
es importante en el desarrollo de vasos linfáticos [109, 110]. 
La hipoxia, las citoquinas proinflamatorias como la IL-1β y el estrés mecánico modifican el fenotipo de los condrocitos 
en la artrosis [111], incluyendo un aumento en la expresión de VEGF [112, 113]. La hipoxia es el principal estímulo 
para la angiogénesis [114]. Más específicamente, una reducción en la tensión de oxígeno induce la expresión de 
VEGF a través del factor de transcripción HIF-1α que activa la transcripción del gen de VEGF en células en hipoxia al 
unirse a un elemento de respuesta a hipoxia próximo al sitio de inicio de la transcripción [115, 116]. HIF-1α y VEGF 
se localizan en los mismos lugares dentro de la articulación artrósica [117]. El aumento en la expresión de VEGF en 
los condrocitos con hipoxia depende de la vía p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase), mientras  que el 
aumento en la expresión de VEGF ocasionado por la IL-1β se realiza a través de la vía  JNK (Jun N-terminal kinase), 
lo que indica que la inflamación y la hipoxia regulan la expresión de VEGF en condrocitos a través de diferentes vías 
de señalización [118]. El aumento en la expresión de VEGF ocasionado por el estrés mecánico podría estar mediado 
por la activación de HIF-1α [119], aunque los mediadores inflamatorios también pueden contribuir en la estimulación 
de los condrocitos a causa de un estrés mecánico [25].  
A pesar de que la expresión de VEGF es fundamental en el desarrollo del hueso endocondral neonatal, 
generalmente no se encuentran en el cartílago articular humano adulto en condiciones fisiológicas [120, 121]. Sin 
embargo, recientes investigaciones han puesto de manifiesto la expresión de VEGF en el cartílago de enfermos con 
artritis y artrosis. Por ejemplo, los condrocitos y el cartílago de pacientes con artrosis tienen una expresión de VEGF 
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aumentada en comparación con la encontrada en individuos sanos [122-125]. También se encuentra una elevada 
expresión de VEGF en la membrana sinovial de pacientes con artrosis, acompañada de angiogénesis e inflamación 
[126]. Sin embargo, el mecanismo exacto por el que VEGF puede estar implicado en el desarrollo de la artrosis aún 
no se comprende con claridad. Algunos autores piensan que la angiogénesis durante la artrosis podría contribuir a 
agravar algunas de las características más importantes de esta patología como la perdida del cartílago articular, la 
inflamación sinovial, la fibrosis, el remodelado del hueso subcondral y la formación de osteofitos [56]. La 
angiogénesis está muy regulada en condiciones normales [127] por varios factores activadores e inhibidores [128]. 
En condiciones normales, los condrocitos secretan péptidos antiangiogénicos e inhibidores de algunas proteasas 
implicadas en la degradación de la matriz extracelular [129], lo que podría  explicar por qué el cartílago es un tejido 
avascular normalmente. Durante la artrosis, VEGF está presente en la invasión de vasos sanguíneos en el 
remodelado y la osificación del cartílago hipertrófico [112]. En la articulación VEGF puede ser expresado por 
osteoblastos, condrocitos hipertróficos, y condrocitos articulares de las capas más superficiales durante la artrosis, 
así como por macrófagos y fibroblastos de la membrana sinovial [124]. La expresión de VEGF aumenta en 
condrocitos artrósicos en comparación con controles normales [130], aunque este incremento en la expresión de 
VEGF se localiza predominantemente en las capas superficiales del cartílago, alejado de las zonas de la 
angiogénesis osteocondral [131].  
Actualmente apenas existen estudios acerca del efecto que tiene la inhibición de la PGE2 en la articulación artrósica 
sobre la expresión de VEGF y la angiogénesis en general, a pesar de que uno de los tratamientos más comunes 
para tratar la artrosis es el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES), cuya característica principal es la 
inhibición de este prostanoide. Estos efectos podrían ser similares a los efectos descritos en estudios relacionados 
con diferentes tipos de cáncer, los cuales vinculan la producción de prostaglandinas, en particular de PGE2 con un 
incremento en la angiogénesis [132, 133], sugiriendo una relación entre COX-2 y VEGF, ya que existe una 
correlación entre ambos mediadores [132, 134]. Huang y colaboradores sugirieron un vínculo entre la producción 
COX-2, PGE2 y VEGF, posiblemente vía HIF-1α, usando una línea celular de cáncer gástrico [132]. El aumento de 
VEGF que produce la COX-2 en determinados tipos de cáncer es inhibido por el uso de altas dosis de AINES [135, 
136].  
2.6 Sistema OPG/RANK/RANKL.  
El descubrimiento y la caracterización en la última década del siglo pasado del ligando activador del receptor del 
factor nuclear Kappa B (RANKL), una citoquina esencial para la activación osteoclástica, así como su receptor, 
RANK y su receptor señuelo soluble, la osteoprotegerina (OPG), ha definido un nuevo concepto molecular y celular 
sobre la biología del osteoclasto y la resorción ósea. Estos mediadores forman un sistema de citoquinas clave para la 
homeostasis del hueso en general [137-139]. Durante la artrosis, se producen cambios en el hueso subcondral 
ligados a la resorción y formación de hueso. El sistema OPG /RANK/RANKL, fundamental en el remodelado óseo, se 
expresa en varios de los tipos celulares presentes en la articulación. La regulación de este sistema durante la artrosis 
podría ser clave en el conocimiento de esta patología.  
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RANKL es una proteína de 317 aminoácidos que pertenece a la súper familia de los receptores de TNF y es 
sintetizada como proteína de membrana o proteína soluble. Se expresa en hueso, médula ósea y tejidos linfoides 
[140-142]. En el interior de la articulación RANKL se expresa en los precursores de los osteoblastos, en los 
osteoblastos maduros, en los condrocitos y en otras células de la articulación en presencia de citoquinas como IL-1 
[137, 143]. La principal función de RANKL en la fisiología del hueso es la estimulación de la activación y 
diferenciación de los osteoclastos y la inhibición de su apoptosis [144].  
RANK es una proteína que pertenece a la súper familia de los receptores del TNF y es sintetizada como una proteína 
transmembrana de 616 aminoácidos. Es considerada como el receptor natural de RANKL y también se expresa en 
varios tejidos y órganos como el músculo esquelético, el timo, el hígado, el colon, glándulas mamarias, la próstata, el 
páncreas y las células del linaje de los monocitos y macrófagos incluidos los precursores de los osteoclastos y los 
osteoclastos maduros, los linfocitos B y T, las células dendríticas, los fibroblastos, y los condrocitos articulares [144]. 
OPG es una proteína que pertenece a la súper familia de los receptores del TNF, aunque no es un receptor de 
membrana sino soluble [145]. Es sintetizada como una proteína de 401 aminoácidos que tras cambios intracelulares 
se reduce a 380 aminoácidos en su forma madura [144]. OPG se expresa en el pulmón adulto, el corazón, el riñón, el 
hígado, el timo, los ganglios linfáticos y la médula ósea, y es sintetizada por varias células incluyendo las estromales, 
los osteoblastos, células musculares lisas, linfocitos B, y los condrocitos articulares [146, 147]. La principal función de 
OPG es actuar como un receptor señuelo soluble para RANKL compitiendo con RANK; En consecuencia, OPG es un 
eficaz inhibidor de la activación y maduración de los osteoclastos in vivo e in vitro [139, 144, 148]. 
El mecanismo de acción del sistema OPG/RANK/RANKL en el hueso es el siguiente: Las células osteoblásticas 
expresan y sintetizan RANKL en sus dos formas, soluble y anclado a la membrana. El receptor natural de RANKL, 
RANK, se expresa en la superficie celular de las células pre-osteclásticas y la interacción entre RANKL y RANK 
induce la diferenciación de las células pre-osteclásticas y la formación de osteoclastos maduros multinucleados [139, 
144, 148]. El tercer mediador del sistema, OPG, también es sintetizado por los osteoblastos y ejerce un efecto 
inhibitorio sobre el proceso de diferenciación de los pre-osteoclastos. OPG se une a RANKL e impide la interacción 
de RANKL con RANK, inhibiendo así la osteoclastogénesis [139, 144, 148]. De esta manera, podemos describir a 
RANKL como un mediador pro-resortivo  y a OPG como un agente anti-resortivo.  
Aunque este sistema es el principal modulador del remodelado del hueso, también se expresa en condrocitos [149, 
150], donde su regulación y función siguen siendo en gran medida desconocidas. En el hueso subcondral artrósico, 
OPG y RANKL se regulan de diferente manera dependiendo de la cantidad de PGE2 liberada por esas células [151, 
152]. El efecto de la PGE2 o la inhibición de su síntesis en la regulación de OPG y RANKL en el cartílago de 
pacientes con artrosis no se han descrito, a pesar de que la PGE2 es uno de las principales dianas en el tratamiento 
contra la artrosis. 
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3. EL TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO DE LA ARTROSIS. 
En ausencia de una cura definitiva, la terapia contra la artrosis se ha basado tradicionalmente en el control de la 
sintomatología de la enfermedad, centrándose en estrategias que redujeran el dolor y mejoraran la movilidad. En la 
actualidad, los tratamientos contra la artrosis tienen dos enfoques, el quirúrgico y el no quirúrgico. El tratamiento 
quirúrgico es generalmente considerado como la última alternativa, cuando los tratamientos no quirúrgicos han 
fracasado en el control del dolor y/o la función de la articulación afectada; Sin embargo, el tratamiento no quirúrgico 
debe comenzar desde el primer momento. Las modalidades terapéuticas desde el punto de vista no quirúrgico en el 
tratamiento de la artrosis son muy numerosas, incluyendo tanto tratamientos farmacológicos como no 
farmacológicos. En el 2006 Steinmeyer y colaboradores clasificaron los fármacos disponibles actualmente en: 1) 
Analgésicos; 2) AINES; 3) Glucocorticoides; 4) SYSADOAS; 5) Medicamentos hechos a base de plantas y 6) 
Agentes diversos [153]. 
A continuación describiremos los fármacos empleados en esta tesis, fármacos anti-artrósicos que inhiben la síntesis 
de PGE2.  
3.1 Los antiinflamatorios no esteroideos. 
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) se encuentran entre los fármacos más comúnmente recetados en todo 
el mundo, con indicaciones en varios tipos de artritis, artrosis, dolor menstrual, dolores de cabeza y trastornos 
ortopédicos como fracturas. 
Aunque los primeros AINES se empezaron a utilizar mucho antes, no fue hasta 1971 cuando John Vane descubrió el 
mecanismo de acción de la aspirina y de otros antiinflamatorios no esteroideos como la indometacina (IND), lo que 
aumentó la capacidad para desarrollar nuevas terapias antiinflamatorias [154]. Los AINES tienen efectos 
analgésicos, antipiréticos, antiagregantes y antiinflamatorios. El principal mecanismo de acción de estos fármacos 
radica en la inhibición de la actividad de la COX, lo que provoca un bloqueo en la fase inicial de la cascada 
proinflamatoria de las acciones mediadas por los eicosanoides [154]. Los primeros AINES que se desarrollaron eran 
inespecíficos, inhibiendo tanto la COX-1 como la COX-2. Estos AINES presentan una serie de efectos adversos, 
sobre todo en la mucosa gástrica y en la función renal que se asociaron con la inhibición de la COX-1, ya que esta 
vía constitutiva regula varias funciones fisiológicas en el sistema gastrointestinal y en los riñones. Poco después, 
diversos investigadores focalizaron sus esfuerzos en desarrollar una nueva generación de AINES, los inhibidores 
selectivos de la COX-2, fármacos que podrían tener efectos analgésicos y antiinflamatorios equivalentes o superiores 
a los AINES tradicionales y que podrían reducir la prevalencia de los efectos secundarios adversos para el sistema 
gastrointestinal y los riñones [155-159]. 
El meloxicam (MXC) fue uno de los primeros inhibidores preferenciales de la COX-2 disponibles. Su selectividad se 
ha definido en estudios cinéticos, comparando su capacidad relativa de inhibir ambas isoformas con la de un gran 
número de AINES. En estos estudios, con el 80% de inhibición de la COX-2, el MXC bloquea el 25% de la actividad 
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de la COX-1, mientras que inhibidores no selectivos como el diclofenaco (DCF) y la indometacina (IND) inhiben la 
actividad tanto de la COX-1 como de la COX-2 [160]. Otro AINE no específico empleado en el tratamiento de la 
artrosis es el aceclofenaco (ACF), que parece no ser capaz de inhibir a la COX pero que interfiere directamente en la 
síntesis de las prostaglandinas tras ser metabolizado en su metabolito activo, el DCF. 
La caracterización de la estructura tridimensional de la COX mediante estudios cristalográficos y de fluorescencia ha 
permitido el desarrollo de los COXIBS, que son capaces de inhibir la COX-2 sin modificar la actividad de la COX-1. El 
celecoxib (CBX) fue el primer COXIBS aprobado para el tratamiento de la artrosis y de la artritis reumatoide. Este fue 
seguido por otros inhibidores selectivos de la COX-2 como el rofecoxib. A pesar del éxito inicial tras la puesta en 
marcha de estos fármacos, surgieron dudas sobre sus efectos cardiovasculares adversos [161]. Algunos estudios 
demostraron que la inhibición selectiva de la COX-2 podría inclinar el equilibrio natural entre el protrombótico 
tromboxano A2 y la antitrobótica prostaciclina, incrementando potencialmente la posibilidad de un evento 
cardiovascular [162-164]. En abril del 2005 la agencia estadounidense FDA (Food and Drug 
Administration/Administración de comida y fármacos) llegó a la conclusión de que los COXIBS incrementan el riesgo 
de eventos cardiovasculares y recomendó la suspensión de algunos fármacos como el valdecoxib. El celecoxib se 
mantuvo en el mercado americano pero con una advertencia que indicaba el riesgo de eventos cardiovasculares 
[165, 166]. Además, la FDA pidió a los fabricantes  de los AINES que cambiaran el etiquetado de sus productos 
añadiendo que los eventos cardiovasculares adversos podrían ser un efecto general de esta clase de compuestos. 
La Agencia Europea del Medicamento (AEM) no estuvo de acuerdo con la FDA ni en la retirada del valdecoxib, ni en 
los cambios en el etiquetado de los COXIBS, basándose en el equilibrio entre beneficios y riesgos de los AINES 
[167, 168]. 
3.2 Fármacos de acción lenta modificadores de los síntomas de la artrosis. 
Los fármacos de acción lenta modificadores de los síntomas de la artrosis (SYSADOAS, Symptomatic slow-acting 
drugs for osteoarthritis) son compuestos que se prescriben como fármacos en Europa y como suplementos 
nutricionales en Estados Unidos. Los SYSADOAS se usan en el tratamiento contra la artrosis ya que son capaces de 
paliar los síntomas de la artrosis (el dolor y la función articular), y parece que también retardan su progresión. Los 
SYSADOAS se empezaron a emplear porque a pesar del uso generalizado de los AINES en el control de la 
inflamación y del dolor que se observa en la artrosis, y del importante papel que desempeña la PGE2 en el desarrollo 
de la enfermedad, existe cierta controversia sobre si el uso crónico de inhibidores de la COX atenúa la destrucción 
del cartílago articular en la artrosis. Algunos estudios en animales muestran que el tratamiento con AINES no tiene 
ningún efecto protector contra la pérdida de cartílago [169, 170]. En contraste, otros estudios en animales aseguran 
que el tratamiento con AINES reduce la progresión del daño del cartílago [171]. Los resultados de diversos estudios 
clínicos también son dispares, algunos describen como los AINES no solo no protegen el cartílago sino que aceleran 
su destrucción [172], mientras otros encontraron efectos significativos del tratamiento con AINES sobre la progresión 
del daño en el cartílago [173, 174]. 
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Los SYSADOAS, al contrario que los AINES, no son de acción rápida, y su eficacia clínica para paliar los síntomas 
de la artrosis como la función articular y el dolor sólo puede demostrarse unas semanas después del inicio del 
tratamiento [175]. Sus efectos pueden prolongarse durante un periodo significativo tras el cese del tratamiento, unos 
tres meses con administraciones orales y hasta nueve meses cuando se administra de forma intra-articular [175].  
Los SYSADOAS incluyen compuestos como la N-Acetil Glucosamina (AcG), Sulfato de Glucosamina (SG) e 
Hidrocloruro de Glucosamina (HG), el Condroitin Sulfato (CS), la Diacereína (DC) y el Ácido Hialurónico.  
Los SYSADOAS se empezaron a usar en un intento de recomponer los componentes que forman parte  de la matriz 
extracelular del cartílago [176]. Diferentes estudios han demostrado la eficacia de los SYSADOAS en el tratamiento 
de pacientes artrósicos, pero debido a que no todos los trabajos han proporcionado resultados favorables existe 
mucha controversia sobre el papel de estos fármacos como agentes modificadores de la enfermedad. La DC reduce 
el estrechamiento del espacio articular en pacientes con artrosis de rodilla, aunque no parece modificar los síntomas 
[177]. Richy y colaboradores elaboraron una revisión de los estudios realizados en pacientes con artrosis de rodilla y 
observaron que la glucosamina mejoraba tanto las medidas sintomáticas como las estructurales mientras que el CS 
solo era capaz de mejorar la sintomatología [178]. Sin embargo, otro estudio demostró que el CS disminuía la 
probabilidad de que los pacientes desarrollaran artrosis erosiva [179]. También fueron interesantes, en lo que se 
refiere al dolor asociado a la enfermedad, los resultados procedentes de dos ensayos multicéntricos, los estudios 
GAIT [180] y GUIDE [181], que sugieren que los diferentes compuestos de glucosamina podrían tener efectos 
distintos [182]. 
3.2.1 El Sulfato de Glucosamina. 
El sulfato de glucosamina (SG) es un amino-monosacárido esencial para la síntesis de glicolípidos, glicoproteínas y 
glicosaminglicanos (GAG), componentes esenciales de todos los tejidos conectivos, en los que contribuye dando 
fuerza, flexibilidad y elasticidad [183]. El SG presenta una actividad anabólica, estudios in vitro muestran que en 
condrocitos artrósicos humanos incrementa la síntesis de proteoglicanos [184], induce un aumento de en los niveles 
de expresión y síntesis de la proteína central de los agrecanos y al mismo tiempo induce una disminución constante 
de la expresión de la MMP-3 [185], por lo que podría tener un efecto sobre la reparación y el mantenimiento de la 
estructura del cartílago [186].  
En la actualidad este amino-monosacárido está siendo usado para tratar los síntomas de la artrosis humana, debido 
a sus efectos beneficiosos descritos en cuanto al control del dolor y de las anomalías estructurales que se asocian a 
esta patología [187, 188]. Además de su actividad condroprotectora, también se piensa que el SG puede producir 
efectos antiinflamatorios en la células articulares [189]. Aunque se han observado los efectos antiinflamatorios en 
varios tipos de cultivos celulares [190, 191] y en modelos animales [192], todavía no se conoce completamente su 
mecanismo de acción. Sin embargo, debido a que el SG inhibe parcialmente la activación de NFκB in vitro, lo que 
podría ser responsable de la disminución en la expresión de COX-2 y por lo tanto, de la síntesis de PGE2 [191], esta 
vía podría explicar en cierta medida los efectos de este compuesto in vivo [187]. 
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Los resultados de numerosos estudios y diferentes ensayos clínicos proporcionan un mecanismo molecular 
convincente para apoyar las observaciones clínicas que sugieren que el SG puede tener un efecto beneficioso en la 
prevención de la pérdida de cartílago articular en algunos pacientes con artrosis. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS. 
 
 
1. Estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre la presencia de diferentes mediadores 
proinflamatorios en el cartílago artrósico. Para ello, analizaremos la expresión y la síntesis de los diferentes 
componentes de la ruta de las PGs, del NO y de diferentes citoquinas proinflamatorias  en el cartílago de 
pacientes con artrosis de rodilla incluidos en un ensayo clínico y tratados con AINES durante 3 meses antes 
de la artroplastia total de rodilla. Analizaremos también el efecto de la inhibición en la síntesis de PGE2 
sobre la activación de estos mediadores proinflamatorios inducida por la IL-1β en condrocitos artrósicos en 
cultivo.  
 
 
2. Estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre la presencia de mediadores 
neoangiogénicos en el cartílago artrósico. Para ello, analizaremos la expresión y la síntesis de HIF-1α y 
VEGF en el cartílago procedente de pacientes con artrosis de rodilla mencionados en el objetivo anterior. En 
estudios in vitro analizaremos también el efecto de la inhibición en la síntesis dePGE2 sobre la presencia de 
mediadores neoangiogénicos. Para ello compararemos el efecto de diferentes fármacos, AINES (CBX, 
MXC, DCF e IND) y SYSADOAS (GS y CS), sobre la expresión y la síntesis de de HIF-1α y VEGF en 
condrocitos en cultivo. Además estudiaremos el efecto in vivo del tratamiento con SG sobre la síntesis de 
VEGF en el cartílago procedente de un modelo experimental de artrosis en conejo.  
 
 
3. Estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre mediadores del metabolismo óseo en el 
cartílago artrósico. Para ello, analizaremos la expresión y la síntesis de OPG, RANK y RANKL, proteínas 
responsables de remodelado óseo, en el cartílago procedente de pacientes con artrosis de rodilla incluidos 
en un ensayo clínico, tratados con AINES. Analizaremos también si la PGE2 modula de forma directa la 
síntesis de estos factores por los condrocitos artrósicos en cultivo.  Además estudiaremos la síntesis de 
estos mediadores en el cartílago procedente de un modelo experimental de artrosis en conejo. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. ESTUDIOS EN PACIENTES. 
En este estudio se incluyeron 30 pacientes que presentaban evidencias clínicas y radiográficas de artrosis de rodilla, 
de acuerdo con los Criterios de la Sociedad Americana de Reumatología (ACR), para las clases funcionales III y IV, 
al menos 6 meses antes del inicio del estudio. Todos los pacientes del estudio estaban en lista de espera para la 
realización de una artroplastia total de rodilla en el servicio de cirugía ortopédica del Hospital Virgen de la Cinta 
(Tortosa, Tarragona, España). A los pacientes se les ofreció seguir un tratamiento con fármacos antiinflamatorios no 
esteroideos (AINES) hasta la cirugía. Aquellos que aceptaron el tratamiento con los AINES fueron distribuidos  
aleatoriamente en dos grupos para recibir  celecoxib (CBX) (200 mg/24h), o aceclofenaco (ACF) (100 mg/12h), 
durante un tiempo mínimo de tres meses. El tratamiento comenzó después de un periodo de lavado de una semana. 
Los pacientes que aceptaron participar en el estudio pero prefirieron no recibir ninguna medicación se incluyeron 
como grupo control (CONTROL).  Se utilizó el acetaminofeno (500 mg máx. /Día) en todos los pacientes como 
fármaco de rescate para controlar el dolor. 
Los criterios de exclusión fueron los siguientes: negativa o imposibilidad del paciente a participar en el estudio, 
mujeres embarazadas, diagnosis previa de patología gastrointestinal, insuficiencia renal, insuficiencia hepática, 
diabetes insulino dependiente, enfermedades cardiovasculares, neoplasias, alteraciones de la coagulación 
sanguínea, enfermedades neurológicas e hipersensibilidad a los AINES. Así mismo se excluyeron aquellos pacientes 
que hubieran recibido en los tres meses previos a la inclusión en el estudio corticosteroideos o ácido hialurónico 
intraarticular. También se excluyeron aquellos pacientes con historia de abuso de alcohol o drogas así como aquellos 
que estaban siguiendo un tratamiento con litio o anticoagulantes orales. 
Los pacientes fueron clínicamente evaluados en tres ocasiones: en el momento del reclutamiento (T0), después del 
periodo de lavado (T1) y dos o tres días antes de la cirugía (T2). Se midieron los síntomas y la capacidad funcional 
de los pacientes siguiendo el índice de artrosis de las universidades de Western Ontario y McMaster (WOMAC) 
[193]. Este índice evalúa el dolor, la rigidez y la actividad física y social. Los comités éticos locales aprobaron el 
estudio y se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes. 
El día antes de la cirugía se obtuvieron las muestra de suero que se almacenaron a -20ºC para su posterior análisis. 
Durante la cirugía se recogieron muestras de líquido sinovial (LS) y se almacenaron a -70ºC hasta su análisis. 
Además se recogieron muestras de cartílago articular del cóndilo femoral. Parte de las muestras de los tejidos se 
congelaron en nitrógeno líquido para llevar a cabo estudios de expresión génica y de síntesis proteica. Dado el 
carácter parcheado del daño articular en la OA, en estos estudios se utilizaron al menos tres porciones diferentes de 
cartílago articular para evitar la obtención de resultados sesgados. Además, una porción de los tejidos se fijó durante 
24 h en un tampón frio de paraformaldehído al 4% y se procesó para ser incluida en parafina. 
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Figura 3. Diseño del protocolo clínico. 
 
2. ESTUDIOS EN ANIMALES. 
Se emplearon varios grupos de conejos albinos de raza Nueva Zelanda machos esqueléticamente maduros (≈3.5 Kg 
de peso; 8 meses) suministrados por la Granja San Bernardo (Navarra, España).  Antes de iniciar con el ensayo, los 
animales se aclimataron durante dos semanas en jaulas individuales de 50 x 40 x 40 cm. Las condiciones 
ambientales se mantuvieron constantes a lo largo de todo el estudio, y consistían en ciclos de 12 horas de luz y 12 
de oscuridad a temperatura ambiente, con acceso ad libitum al agua y comida [dieta comercial estándar para conejos 
(Panlab)]. 
Al comienzo del ensayo, a algunos de los conejos se les indujo OA de forma experimental mediante menisectomía 
parcial medial y sección del ligamento cruzado anterior (LCA) en ambas rodillas bajo anestesia general mediante 
inyección intramuscular de una combinación de 2 ml/Kg de xylacina (Rompun, Bayer) e hidrocloruro de ketamina 
(Ketolar, Parque-Davis) en proporción 3:1 [194] y en condiciones de asepsia. Se realizó profilaxis antibiótica con 
cefonicid i.m. (100 mg/Kg) (Smith and Beecham) antes de la cirugía y los 3 días siguientes. Bajo estas condiciones 
de esterilidad, se abordó la rodilla mediante una incisión pararrotulinana interna. En primer lugar se incidió el 
ligamento menisco-tibial con tijeras de iris, se disecó la inserción periférica de la mitad anterior del menisco medial y, 
una vez liberada, se resecó. A continuación, se seccionó el LCA en su inserción femoral con bisturí del numero 11. 
Finalmente la articulación se cerró por planos y se colocó un vendaje compresivo Robert-Jones con la rodilla a 90º 
durante cuatro días. Tras la cirugía se permitió que los animales se movieran libremente dentro de la jaula. 
Terminados los ensayos, los animales fueron sacrificados mediante la administración intracardiaca de pentobarbital 
sódico (50 mg/Kg) (Pentotal, Abbott) previa anestesia general según acabamos de describir. Tras el sacrificio se 
recogieron muestras de cartílago articular que se congelaron en nitrógeno líquido para llevar a cabo estudios de 
expresión génica y de síntesis proteica. Parte de los conejos operados fueron tratados de forma preventiva con 1500 
mg/día de sulfato de glucosamina (SG; Xicil, Rottapharm) desde dos semanas antes de la intervención hasta el final 
Aceclofenaco (ACF; 100 mg/12h)
n=10
Pacientes con OA de rodilla
Control 
n=10
Celecoxib (CBX; 200 mg/24h)
n=10
T0 T1 T2
Cartílago articular
3 meses
Periodo de lavado
1 semana
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del ensayo. Durante el ensayo, se sacrificaron conejos sanos y artrósicos a diferentes tiempos para comprobar la 
evolución de la artrosis y la expresión y la síntesis de determinados mediadores.  
Todos los ensayos fueron aprobados por el comité ético local y en todos los procedimientos se respetó la directiva 
vigente de la UE para la manipulación de animales de experimentación. 
3. CULTIVOS CELULARES. 
Los condrocitos se obtuvieron del cartílago articular procedente de pacientes con OA que presentaban evidencias 
clínicas y radiográficas de artrosis de rodilla de acuerdo con los criterios de la ACR, a los que se les practicó una 
artroplastia total de rodilla por cirugía convencional en el departamento de cirugía ortopédica de la Fundación 
Jiménez Díaz (Madrid, España), después de obtener su consentimiento informado. El cartílago articular procedente 
del cóndilo femoral y del platillo tibial se diseccionó en un medio estéril. Los condrocitos se obtuvieron después de 
digerir el cartílago secuencialmente con pronasa (Roche, 10 g/L) durante 30 minutos y colagenasa tipo IV (Sigma, 1 
g/L) durante 6 horas. La reacción se paró añadiendo medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium, 
BioWhittaker) suplementado con un 10% de suero de ternera fetal (STF) (BioWhittaker), 60 U/ml de penicilina, 60 
μg/ml de estreptomicina y 2 mmol/L de glutamina (BioWhittaker).  Las células se resuspendieron en medio DMEN 
con 10% de STF, se sembraron en placas de 100x20mm y se incubaron a 37ºC en una estufa humidificadora con 5% 
CO2. Los experimentos se realizaron con células tras uno o dos pases y que fueron deplecionadas durante 48 horas 
antes de la realización de los experimentos en medio DMEM al 0% de STF. 
Las células utilizadas en los experimentos constituían una población homogénea de células adheridas y con un 
fenotipo típico de condrocitos. Para la caracterización celular se realizó una tinción con Safranina O para la 
determinación de glicosaminoglicanos sulfatados y azul alcian-PAS para los glicosaminoglicanos totales. También se 
confirmó por inmunohistoquímica la presencia de colágeno tipo II y agrecanos en los cultivos de condrocitos [195]. 
3.1 Fármacos empleados en los estudios in vitro. 
En cada experimento las células se crecieron y se mantuvieron quiescentes durante 48 horas en medio DMEM sin 
suero. Posteriormente, se estimularon durante diferentes periodos de tiempo con IL-1β (1 ó 10 U/ml, Immunogenex) 
o con PGE2 (10-6 M, Cayman Chemical). Cuando se indica, las células se preincubaron durante 48 horas con sulfato 
de glucosamina (SG) en forma cristalina (Rottapharm) a diferentes concentraciones (2mM, 50μM ó 10μM), o con 
condroitin 6-sulfato (CS, 1 mg/ml ó 25 μg/ml, Sigma), y durante 60 minutos con celecoxib (CBX, 16-6 M, Pfizer), 
meloxicam (MXC, 16-6 M, Sigma), diclofenaco (DCF, 16-6 M, Sigma) e indomethacina (IND, 16-6 M, Sigma). Los 
compuestos se mantuvieron en el medio durante todo el periodo de incubación.  
3.2 Efecto de los fármacos sobre la viabilidad celular. 
Para comprobar que ninguno de los compuestos utilizados en los estudios in vitro alteraba la viabilidad celular se 
llevaron a cabo estudios mediante tinciones con azul de trypan en todas las condiciones experimentales  utilizadas 
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en esta tesis. En ningún caso se observó que los compuestos empleados alterara la supervivencia celular, siendo la 
viabilidad celular superior al 90% en cualquiera de las condiciones experimentales utilizadas. En todos los 
experimentos, las células se preincubaron con los diferentes fármacos antes de estimularlas. Además, ninguno de 
los fármacos produjo un efecto directo sobre la expresión  génica de los mediadores estudiados en las células en 
estado basal a las concentraciones y periodos de incubación utilizados en el estudio. 
4. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA TOTAL. 
Las muestras de tejido congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC se pulverizaron mediante 
homogeneización mecánica en una cámara enfriada previamente con nitrógeno líquido y se resuspendieron después 
en 1 ml de TriPure® (Tripure Isolation Reagent, Roche). Las células se recogieron por raspado tras el periodo de 
incubación adecuado y se resuspendieron en 1 ml de TriPure®. Las proteínas totales de tejido y de células se 
extrajeron tal como se describe en el protocolo del fabricante. Brevemente, se añadieron 200 µl de cloroformo y se 
centrifugó la muestra. Esto separó la muestra en tres fases: una fase superior incolora (ARN), una interfase blanca 
(ADN) y una fase inferior rosa (Proteínas). Se recogió la fase superior, el ARN, y se procesó para su uso posterior. 
Entonces, con etanol 100% se eliminó la interfase blanca, el ADN, y finalmente las proteínas se precipitaron con 
isopropanol.  Una vez extraídas las proteínas se resuspendieron en SDS 1X, al que se añadieron inhibidores de 
proteasas (10 µl/ml CIP; 1 µl/ml DTT; 10 µl/ml PMSF). La concentración de proteínas totales se midió por el método 
del ácido bicinchoninico (BCA). 
5. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA. 
Tras el periodo de incubación adecuado, las células se recogieron por raspado, se resuspendieron en PBS (9.1 
mmol/L fosfato sódico dibásico, 1.7 mmol/L fosfato sódico monobásico, 150 mmol/L de NaCl, pH 7.4) con Tritón X-
100 (0.1%) y se centrifugaron a 800 g durante 10 minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante y se centrifugó a 
100000 g durante una hora a 4ºC. Las proteínas citosólicas (sobrenadante) se almacenaron a      -80ºC, mientras que 
las proteínas de membrana (precipitado) se resuspendieron en buffer RIPA [50 mM de Tris-HCl pH 7.4, 150 mM de 
NaCl, 1 mM de fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 mM de ácido etilendiaminotetraacetico (EDTA), 1 mM de ditiotreitol (DTT), 
Tritón X-100 (1%), Na-deoxycholate (1%) y SDS (1%)]. La concentración de proteínas de membrana se midió por el 
método del BCA. 
6. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA NUCLEAR Y CITOPLASMÁTICA. 
Tras el periodo de incubación adecuado, las células se tripsinizaron y mediante un procedimiento estándar (NE-
PER®, Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante se obtuvieron las fracciones nuclear y citosólica. Este 
reactivo se basa en un protocolo que permite la lisis progresiva de las células mediante la utilización de tres reactivos 
y una centrífuga. El primer reactivo provoca que las células se hinchen lo que causa tensión sobre la membrana 
celular. El segundo reactivo lisa la membrana celular lo que permite recoger las proteínas citoplasmáticas dejando el 
núcleo intacto. El tercer reactivo se utiliza para extraer las proteínas nucleares a partir del sedimento. Mediante este 
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método se consigue la proteína nuclear sin contaminación de ADN o de ARNm. La concentración de proteína nuclear 
y citosólica se midió por el método del BCA. 
7. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA DEL CARTÍLAGO DE LOS CONEJOS. 
Para la medida de proteínas, el cartílago de los conejos se pulverizó mediante homogeneización mecánica en una 
cámara enfriada previamente en nitrógeno líquido. El homogeneizado se resuspendió después en tampón de lisis frio 
[1% Nonidet P-40 (Sigma), 0.5% SDS, 0.1 mmol/EDTA, 1 mmol/L DTT y 1 mmol/L PMSF en PBS] y se transfirió a 
tubos eppendorf que se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos dos veces. La concentración de proteínas 
totales se determinó por el método del BCA.   
8. WESTERN BLOT. 
Cantidades similares de proteínas de todas las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida-SDS mediante 
electroforesis y se transfirieron a membranas de polivinilideno (Millipore). Las membranas se bloquearon 
posteriormente con un tampón 0.1 mmol/L Tris pH 7.4 y 0.1 mmol/L NaCl que contenía 0.3% de Tween-20, 5% de 
leche desnatada y 3% BSA (albúmina de suero bovino) durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuación, 
las membranas se incubaron toda la noche con los anticuerpos anti COX-2 (Santa Cruz), anti mPGES-1 (Cayman 
Chemical), anti iNOS (Affinity BioReagents), anti IL-1β (MBL), anti TNF-α (PrepoTech), anti OPG (Chemicon, R & D 
System), anti RANKL (PrepoTech), anti RANK (Santa Cruz), anti HIF-1α (BD Transduccition Laboratories) o anti 
VEGF (Abcam) a 4ºC. Después de lavar, la detección de las proteínas se llevó a cabo mediante la incubación de las 
membranas con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa utilizando un kit quimioluminiscente (ECL, 
Amersham) para detectar la señal.  
9. INMUNOCITOQUÍMICA. 
Los condrocitos se crecieron en portaobjetos de cultivo de 8 pocillos (Costar). Para estudiar la localización de la 
proteína RANKL, las células quiescentes se incubaron en presencia o ausencia de PGE2 (10-6 M),  sulprostone (10-
6M), 11-deoxy Prostaglandin E1 (10-6M) o butaprost (10-6M) durante 24 horas. Tras la incubación, las células se 
lavaron, se fijaron en metanol/acetona (50:50 v/v) durante 10 minutos a -20º C y se volvieron a lavar con tampón 
fosfato salino (PBS). Los condrocitos se incubaron después con albumina de suero bovino (BSA) al 3% en PBS 
durante 1 hora a 37º C. El anticuerpo frente a RANKL  (Prepotech) fabricado en conejo se usó como anticuerpo 
primario a una dilución 1/100 en PBS con 3% de BSA durante toda la noche a 4º C. Después varios lavados, las 
células se incubaron con una dilución 1/200 de un anticuerpo anti-IgG de conejo hecho en cabra (Sigma) marcado 
con FITC.  Los controles se incubaron con suero no inmune o con el anticuerpo secundario únicamente. Las 
preparaciones se montaron en solución de glicerol y se visualizaron en un microscopio confocal digital. 
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10. MEDIDA DE PGE2. 
Tras el periodo de incubación adecuado, el medio de cultivo de  los  condrocitos  (cultivados en placas de 96 pocillos, 
a 50.000 células/pocillo en 150 μl de medio)  se recogió  y  se guardó  a  -80ºC hasta su análisis. La concentración 
de PGE2 se determinó mediante un inmunoensayo enzimático (EIA) (Assay Designs Inc.) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. 
11. MEDIDA DE NITRITOS. 
Para la determinación de los niveles de nitritos, las células quiescentes se incubaron durante 24 horas con IL-1β (10 
u/ml) sola o con los fármacos utilizados en cada caso. Al finalizar el periodo de incubación, se recogió el medio 
procedente de los cultivos de condrocitos (cultivados en placas de 24 pocillos en 300 μl de DMEN 0%) y se almacenó 
a -80º C para su posterior análisis. La cuantificación de nitritos en el medio de cultivo se llevó a cabo por el método 
de Griess [196]. Brevemente, 50 μl del medio de cultivo celular se incubaron con 50 μl de reactivo de Griess (1% 
sulfanilamide, 0.1% N-1-naphthylethylenediamide dihydrochloride en 5% H3PO4) durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación se midió la absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro y se calculó la concentración de 
las muestras utilizando una curva estándar realizada con diluciones seriadas de una solución de nitrito sódico 
(Fluka). 
12. EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL. 
El ARN total de tejido y de células en cultivo se extrajo mediante el método de fenol-cloroformo en medio ácido [197]. 
Las muestras de tejido congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC se pulverizaron mediante 
homogeneización mecánica en una cámara congelada y se resuspendieron después en 1 ml de TriPure® (Tripure 
Isolation Reagent, Roche). Las células se recogieron por raspado tras el periodo de incubación adecuado y se 
resuspendieron en 1 ml de TriPure®. El ARN total de tejido y de células se extrajo tal como se describe en el 
protocolo del fabricante.  La cuantificación del ARN se realizó por medida de absorbancia de las muestras a 260 nm, 
teniendo en cuenta que 1 unidad de absorbancia corresponde a 40 mg/ml de ARN. Se comprobó que la relación 
entre la absorbancia a 260 nm y a 280 nm era cercana a 2, indicando la ausencia de contaminación proteica. 
13. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR A TIEMPO REAL. 
Mediante el kit ADNc (Applied Biosystems), se retrotranscribió 1 mg del ARN total del cartílago de los pacientes o de 
los condrocitos humanos procedentes de cultivos celulares para obtener ADNc total utilizando 2.5 u/ml de una 
transcriptasa reversa. El ADNc se almacenó para su posterior análisis. La cuantificación del ARN específico se 
realizó usando un equipo de PCR cuantitativa a tiempo real utilizando el Sistema de Detección de secuencia ABI 
Prism 7500 (Applied Biosystems). Las sondas TaqMan FAM específicas para COX-2, mPGES-1, EP1, EP2, EP3, 
EP4, iNOS, IL-1β, TNF-α, OPG, RANKL, RANK, HIF-1α y VEGF  se adquirieron en Applied Biosystems. También se 
utilizó un ensayo prediseñado de ARN ribosomal 18S (ARNr) (Applied Biosystems) como control endógeno. Después 
de comprobar la eficacia de la reacción de amplificación para todos los genes estudiados, así como para el control 
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endógeno de ARNr 18S, se calcularon las diferencias utilizando el ciclo umbral (Ct) y se usó el método del Ct 
comparativo para la cuantificación relativa. El ARNm de los diferentes genes estudiados se normalizó con respecto al 
ARNr 18S en cada pocillo, y el valor de cada paciente o punto experimental para la expresión de cada gen se 
normalizó con respecto al valor calibrador (se eligió uno de los pacientes del grupo de CBX como calibrador = 1 y en 
el caso de los experimentos  in vitro, se utilizó un punto experimental no estimulado como calibrador = 1). Todas las 
muestras se analizaron por triplicado. 
14. ESTUDIOS HISTOPATOLÓGICOS DEL CARTÍLAGO ARTICULAR DE PACIENTES.  
Las muestras de cartílago articular procedentes del cóndilo femoral inferior de los pacientes incluidos en el estudio se 
decalcificaron en una solución de EDTA (EDTA 0.07%, tartrato NaK 0.014%, HCl 9.92 ml/100 ml de agua destilada) 
durante 1 mes y medio y a continuación se incluyeron en parafina. Para la realización de los estudios 
histopatológicos las muestras se cortaron en secciones de 4 μm de grosor y a continuación se tiñeron con 
hematoxilina-eosina y azul alcián. El grado de lesión de tejido fue evaluado por dos observadores independientes de 
forma ciega y de acuerdo con la escala publicada por Mankin [198]. Esta escala evalúa las alteraciones morfológicas 
presentes en el cartílago articular independientemente de su etiología, analizando cuatro características del cartílago 
que se encuentran alteradas en la OA: estructura, celularidad, tinción de la matriz e integridad de la limitante basófila. 
Estas cuatro subescalas se evalúan independientemente tal como se muestra en la tabla 1. La puntuación  total se 
obtiene tras la suma de la puntuación obtenida en cada una de la subescalas. La puntuación máxima es14 puntos. 
Subescalas Alteraciones Puntuación 
 
 
ESTRUCTURA 
● Normal. 
● Irregularidades en la superficie. 
● Irregularidades en la superficie y pannus. 
● Hendiduras hasta la zona de transición. 
● Hendiduras hasta la zona radial. 
● Hendiduras hasta la zona calcificada. 
● Desorganización completa. 
 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
 
CELULARIDAD 
● Normal. 
● Hipercelularidad difusa. 
● Clones. 
● Hipocelularidad. 
 
0 
1 
2 
3 
 
TINCIÓN DE LA MATRIZ 
● Normal. 
● Reducción leve. 
● Reducción moderada. 
● Reducción severa. 
● Sin tinción. 
 
0 
1 
2 
3 
4 
 
INTEGRIDAD DE LA 
LIMITANTE BASÓFILA 
● Intacta. 
● Cruzada por vasos. 
 
0 
1 
 
Tabla 1. Escala de Mankin para la valoración histopatológica del cartílago articular (Mankin HJ, 1971).  
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15. ESTUDIOS HISTOPATOLÓGICOS DEL CARTÍLAGO ARTICULAR DE LOS CONEJOS. 
Para la evaluación de la histopatología microscópica se utilizaron parte de los fémures extraídos en el sacrificio. 
Éstos fueron fijados durante 24 horas en paraformaldehído (4%), decalcificados en ácido fórmico (98%) durante 30 
días, y posteriormente incluidos en parafina, con la superficie de carga del cóndilo medial femoral expuesta. 
Realizamos cortes de 4 μm de grosor, que fueron desparafinados e hidratados para realizar las tinciones de 
hematoxilina-eosina y azul alcián. Las preparaciones se evaluaron de forma ciega por dos observadores 
independientes y de acuerdo a la escala publicada por Mankin [198] (Tabla 1). 
16. INMUNOHISTOQUÍMICA. 
Para la detección de OPG y de RANKL los cortes fueron desparafinados y rehidratados con concentraciones 
decrecientes de etanol. Se inhibió la peroxidasa interna con metanol-H2O2 3% y posteriormente los cortes se 
incubaron con tripsina [0.1% peso/vol. en CaCl2 (0.1%) pH 7] durante 15 minutos a 37º C. Tras esto, los cortes se 
incubaron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-OPG (Stª Cruz) o anti-RANKL (Stª Cruz) a una dilución 1:200 
durante toda la noche en un ambiente húmedo. Después los cortes se incubaron durante 30 minutos a temperatura 
ambiente con el sistema EnVision (Dako) y posteriormente se trataron con el cromógeno 3-3’-diamino-benzidina 
(DAB; Sigma). Los cortes de tejido se contrastaron con hematoxilina de Mayer (Sigma). Se realizaron controles 
negativos en paralelo sustituyendo el anticuerpo primario por suero normal de conejo no inmune. 
17. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Los resultados del densitometrado [unidades arbitrarias de densitometrado (UAD)] se expresan como n veces sobre 
el control. Los resultados de los estudios por PCR a tiempo real [unidades arbitrarias (UA)] se expresan como n 
veces sobre el calibrador. La concentración de PGE2 (pg/ml) y de NO (μM) se expresan como media ± error estándar 
de la media (EEM). Todos los análisis estadísticos se desarrollaron utilizando el programa SPSS 11.0 para Windows 
(SPSS Inc.). Los datos entre los diferentes grupos se compararon usando los análisis no paramétricos Kruskal-Wallis 
y Mann-Whitney cuando fue necesario. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de la p fue 
inferior a 0.05. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. RESULTADOS 
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1. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
MEDIADORES PROINFLAMATORIOS EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
Para abordar el primer objetivo de la tesis estudiamos el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre la 
síntesis de mediadores proinflamatorios en el cartílago artrósico. Numerosos trabajos experimentales y en pacientes, 
han demostrado que la síntesis de prostaglandinas, óxido nítrico y citoquinas está incrementada en el cartílago 
artrósico [5-8, 199], sin embargo, no se conoce el efecto directo de la inhibición de la PGE2 sobre los condrocitos 
durante la artrosis. Para ello, en el cartílago de los pacientes con artrosis de rodilla incluidos en el ensayo clínico, 
utilizaremos dos inhibidores de la síntesis de PGE2, uno inespecífico  de la COX, el ACF, y otro selectivo de la COX-
2, el CBX y estudiamos la expresión y síntesis de los diferentes componentes de la ruta de las PG y del NO y 
analizaremos la expresión de citoquinas proinflamatorias. Estudiaremos también el efecto de los AINES sobre la 
activación de estos mediadores proinflamatorios inducida por la IL-1β en condrocitos procedentes de pacientes con 
artrosis.  
1.1 Información de los pacientes y respuesta clínica. 
Treinta pacientes con OA de rodilla, que se encontraban en lista de espera para la realización de una artroplastia 
total de rodilla en el servicio de cirugía ortopédica del Hospital Virgen de la Cinta (Tortosa, Tarragona, España), se 
incluyeron en un estudio clínico de tres meses de duración, de acuerdo al protocolo descrito en el apartado de 
materiales y métodos. Cinco de los treinta pacientes incluidos en el estudio fueron excluidos antes de la finalización 
del mismo. Uno de los pacientes del grupo ACF fue eliminado porque sufrió complicaciones durante el tratamiento 
(dolor gástrico). Tres pacientes fueron excluidos porque no se pudieron obtener muestras de membrana sinovial 
durante la cirugía debido a problemas técnicos, y finalmente uno de los pacientes fue excluido porque no quiso 
someterse a la intervención.  
Información basal de 
los pacientes 
CBX  
(n=9) 
ACF  
(n=7) 
CONTROL  
(n=9) 
Hombres 22% 14% 22% 
Mujeres 78% 86% 78% 
Edad 73±5 71±8 72±8 
WOMAC (EVA) 
Después del lavado 
T1 
 
2240±918 
 
2807±644 
 
1966±390 
WOMAC (EVA) 
Anterior a la cirugía  
T2 
 
1952±908* 
 
2536±528* 
 
2140±378* 
WOMAC (EVA) 
Diferencia T2-T1 
 
 
-289±308 
 
-270±359 
 
144±85 
Tabla 2. Información basal de los pacientes. *p<0.05 vs. Los datos del mismo grupo de pacientes en el momento T1. 
La tabla 2 muestra las características clínicas y demográficas de los pacientes. Los síntomas y la funcionalidad de 
los pacientes se evaluaron varias veces, como se ha descrito en el apartado de métodos (T0, T1 y T2). Tanto los 
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pacientes tratados con ACF como los tratados con el CBX presentaban una disminución significativa del índice 
WOMAC en T2 en comparación con T1 (2536±528 vs. 2807±644, 1952±908 vs. 2240±918, p<0.05, 
respectivamente) (Tabla 2). Sin embargo, los pacientes CONTROL (2140±378 vs. 1966±390, p<0.05) mostraban un 
incremento significativo en el índice WOMAC en el T2 comparado con el T1, lo que probablemente se debió a que no 
recibieron ningún tratamiento con AINES durante el estudio (Tabla 2). 
1.2 Histopatología del cartílago articular de los pacientes. 
Para el estudio histopatológico del cartílago articular se evaluaron muestras del cartílago articular, en secciones de 
tejido teñidos con hematoxilina-eosina o con azul de toluidina mediante la escala de Mankin. Las alteraciones 
histopatológicas que se encontraron se describen a continuación: 
● Alteraciones de la estructura: En el cartílago articular de algunos de los pacientes incluidos en el estudio se 
describieron hendiduras o erosiones focales que alcanzaban la capa radial y que ocasionalmente llegaban hasta la 
zona de calcificación dejando expuesto el hueso subcondral. Sin embargo, en otros pacientes, se observaron 
irregularidades en la superficie con presencia de pannus y, en algunos casos, se describieron hendiduras que 
llegaban hasta la zona de transición del cartílago. 
● Alteraciones celulares: El cartílago articular presentaba, independientemente del grupo estudiado, una densidad 
celular baja y clones celulares frecuentes que aparecían tanto en las capas superficiales como en las capas 
profundas del cartílago. En algunos pacientes aparecieron clones celulares frecuentes e hipercelularidad difusa, 
mientras que en otros pacientes se describieron pocas alteraciones celulares.  
● Alteraciones de la matriz: En el cartílago articular se produjo una disminución de la tinción de la matriz que fue 
desde leve a moderada o desde moderada a severa dependiendo del paciente estudiado. 
● Alteraciones en la integridad de la limitante basófila: 
Los pacientes tratados con el CBX presentaron menos 
irregularidades en la limitante basófila por el cruce de 
vasos que los pacientes tratados con ACF o los del 
grupo CONTROL.  
A pesar de las alteraciones descritas anteriormente, no 
hubo diferencias significativas entre los diferentes 
grupos en ninguna de las subescalas estudiadas. En 
cuanto al Mankin total, tampoco se observaron 
diferencias significativas entre los grupos incluidos en el 
estudio (Figura 4). 
Figura 4. Histopatología del cartílago articular en los pacientes de los 
grupos tratados con CBX y ACF y CONTROL. Las gráficas de barras 
muestran la valoración del daño del cartílago articular de acuerdo a la 
escala de Mankin. Los resultados se expresan como media ± EEM. 
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1.3 Efecto de los AINES sobre la liberación de PGE2 en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en 
cultivo. 
En primer lugar, quisimos comprobar la efectividad de los fármacos empleados en esta tesis sobre la inhibición de la 
síntesis de la PGE2. Para ello, medimos la concentración de PGE2 en las muestras de líquido sinovial obtenidas de 
los pacientes pertenecientes al ensayo clínico el día de la cirugía, como se explica en el apartado de métodos. La 
figura 5A muestra el resultado de la medida cuantitativa de la concentración de la PGE2. Como esperábamos, los 
tratamientos con CBX y ACF fueron capaces de disminuir de forma significativa la concentración de PGE2 en el 
líquido sinovial en comparación a los pacientes no tratados (CONTROL) (94.9±14.9 vs. 268.8±114.6 y 103.5±40.9 
vs. 268.8±114.6 respectivamente, p<0.05). No existieron diferencias significativas en los niveles de la PGE2 en el 
líquido sinovial entre los pacientes tratados con CBX o ACF. 
Además, medimos el efecto de los AINES sobre la liberación de PGE2 en condrocitos en cultivo obtenidos a partir del 
cartílago articular procedente de pacientes con artrosis. Preincubamos las células con CBX o con DCF durante una 
hora y posteriormente las estimulamos con IL-β. La liberación de PGE2 se midió 24 horas después de la 
estimulación. La IL-1β incrementó significativamente la concentración de la PGE2. Tal y como esperábamos, tanto el 
CBX como el DCF produjeron un descenso significativo en la producción de PGE2 en las células no estimuladas, en 
comparación con las células en estado basal (24.2 ± 12 vs. 618 ± 128 y 0.0 ± 0.0 vs. 618 ± 128 respectivamente, 
p<0.05). Además, el CBX disminuyó significativamente el incremento en la liberación de la PGE2 inducida por la IL-1β 
(525 ± 215 vs. 156195 ± 20891, p<0.05). El DCF también produjo un dramático descenso en los niveles de PGE2 en 
los condrocitos tratados con la IL-1β, no sólo en comparación con las células estimuladas con la citoquina (N.D.), 
sino también en comparación con los condrocitos tratados con CBX (N.D.) (Figura 5B). 
 
Figura 5. (A) Concentración de PGE2 en el líquido sinovial de los pacientes de los grupos CBX, ACF y CONTROL. 
(B) Efecto del CBX y del DCF sobre la liberación de PGE2 en condrocitos en cultivo preincubados durante 60 
min. con CBX (10-6 M) y DCF (10-6 M), y estimulados después con IL-1β (10 u/ml) durante 24 horas. Las 
concentraciones se muestran como Media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL; *p<0.05 vs. Basal; †p<0.05 vs. solo 
IL-1β; ‡p<0.05 vs. CBX + IL-1β. 
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1.4 Expresión y síntesis de COX-2 en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. 
A continuación, medimos la expresión génica de la COX-2 en el cartílago procedente de los pacientes artrósicos 
incluidos en el estudio. Como se muestra en la figura 6, tanto los pacientes tratados con CBX como los tratados con 
ACF presentaron un descenso significativo en la expresión del gen COX-2 en comparación con el grupo CONTROL 
(1.0 ± 0.1 vs. 2.3 ± 0.7 y 0.7 ± 0.1 vs. 2.3 ± 0.7 respectivamente, p<0.05). No encontramos diferencias significativas 
entre los pacientes tratados con CBX y los tratados con ACF. Respecto a la síntesis proteica, los pacientes tratados 
con CBX presentaron un descenso significativo en la síntesis de COX-2 con respecto al grupo CONTROL (0.3 ± 0.1 
vs. 2.1 ± 0.6, p<0.05), mientras que los pacientes tratados con ACF mostraron una tendencia similar aunque la 
diferencia no fue estadísticamente significativa. Tampoco encontramos diferencias entre los pacientes tratados con 
CBX y los tratados con ACF (Figura 6). 
En los estudios en condrocitos en cultivo, la IL-1β indujo un incremento en la síntesis proteica de la COX-2 de 
aproximadamente 29 veces. Tanto el tratamiento con CBX como con DCF inhibieron este incremento de forma 
significativa (1331 ± 179 vs. 2887 ± 181 y 1655 ± 248 vs. 2887 ± 181 respectivamente, p<0.05). Ninguno de los 
tratamientos de forma aislada modificó la síntesis de la COX-2 en comparación con las células en condiciones 
basales (Figura 6).  
 
Figura 6. Expresión y síntesis de la COX-2 en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL y en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10-6 M) y DCF 
(10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 24 horas.  (A) Expresión génica de la COX-2 en el 
cartílago articular de los pacientes medida por PCR a tiempo real. (B y C) Se muestra un estudio de Western blot 
representativo en el cartílago articular de los pacientes correspondiente a las señales para COX-2 y α-tubulina y los 
análisis densitométricos de la presencia de la COX-2 expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con 
respecto a la de α-tubulina para los pacientes (B) y para las células en cultivo (C). Datos expresados como media ± EEM. 
#p<0.05 vs. pacientes CONTROL; *p<0.05 vs. Basal; †p<0.05 vs. solo IL-1β.  
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1.5 Expresión y síntesis de la mPGES-1 en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Posteriormente estudiamos la expresión y la síntesis de la mPGES-1 en el cartílago de los pacientes incluidos en el 
ensayo clínico. Tanto los pacientes tratados con CBX como los pacientes tratados con ACF mostraron un descenso 
estadísticamente significativo en la expresión génica de la mPGES-1 en comparación con los pacientes 
pertenecientes al grupo CONTROL (1.2 ± 0.2 vs. 5.2 ± 1.2 y 1.3 ± 0.4 vs. 5.2 ± 1.2 respectivamente, p<0.05). La 
diferencia entre los pacientes tratados con CBX y los tratados con ACF no fue estadísticamente significativa (Figura 
7). El tratamiento con CBX disminuyó significativamente la presencia de la proteína mPGES-1 en el cartílago de los 
pacientes cuando se compararon con el grupo CONTROL (0.3 ± 0.1 vs. 1.0 ± 0.4, p<0.05). El tratamiento con ACF 
mostró una tendencia similar pero no fue estadísticamente significativa. No encontramos diferencias al comparar los 
dos tratamientos entre sí (Figura 7). 
En los cultivos celulares, la IL-1β indujo un incremento significativo en la síntesis de la mPGES-1. Los dos AINES 
inhibieron dicho incremento [861 ± 121 vs. 2265 ± 339 (CBX) y 759 ± 203 vs. 2265 ± 339 (DCF), p<0.05]. En los 
condrocitos no estimulados los tratamientos no modificaron la síntesis de la mPGES-1 en comparación con las 
células en estado basal (Figura 7). 
 
Figura 7. Expresión y síntesis de la mPGES-1 en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL y en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10-6 M) y DCF 
(10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 24 horas.  (A) Expresión génica de la mPGES-1 en el 
cartílago articular de los pacientes medida por PCR a tiempo real. (B y C) Se muestra un estudio de Western blot 
representativo en el cartílago articular de los pacientes correspondiente a las señales para mPGES-1 y α-tubulina y los 
análisis densitométricos de la presencia de la mPGES-1 expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con 
respecto a la de α-tubulina para los pacientes (B) y para las células en cultivo (C). Datos expresados como media ± EEM. 
#p<0.05 vs. pacientes CONTROL; *p<0.05 vs. Basal; †p<0.05 vs. solo IL-1β.  
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1.6 Expresión de los receptores EPs en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Nuestro siguiente objetivo fue estudiar los receptores celulares para la PGE2. Los estudios realizados por PCR a 
tiempo real demostraron que el cartílago artrósico expresa todos los receptores EPs descritos en humanos. El 
tratamiento con AINES no modificó la expresión génica de EP1 ni la de EP3. Sin embargo, los pacientes tratados con 
CBX mostraron un descenso significativo en la expresión génica de EP2 en comparación con los pacientes del grupo 
CONTROL (1.7 ± 0.2 vs. 5.0 ± 0.8, p<0.05) y también en comparación con los pacientes tratados con ACF (1.7 ± 0.2 
vs. 3.5 ± 0.5, p<0.05). La expresión génica de EP4 disminuyó en el grupo CBX en comparación con  los pacientes 
del grupo CONTROL (2.9 ± 0.6 vs. 6.4 ± 1.5, p<0.05) (Figura 8).  
 
Figura 8. Expresión de los receptores EPs en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL. Expresión génica de EP1 (A), EP2 (B), EP3 (C) y EP4 (D) medida por PCR a tiempo real. Datos expresados 
como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL; &p<0.05 vs. pacientes ACF. 
 
En los cultivos de condrocitos, estudiamos si la IL-1β es capaz de modificar la expresión de los receptores EP1, EP2, 
EP3 y EP4. Para ello estimulamos los condrocitos con IL-1β (10 u/ml) durante diferentes tiempos de incubación (0, 2, 
4, 8, 18 y 24 horas) y analizamos la expresión de los genes.  
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Figura 9. Efecto tiempo dependiente de la IL-1β sobre la expresión génica de EP1, EP2, EP3 y EP4 en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se estimularon durante diferentes periodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18, 24 
horas) con IL-1β (10 u/ml). (A-D) Expresión génica de los diferentes receptores medida por PCR a tiempo real. Datos 
expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal.  
 
Como se muestra en la figura 9, la IL-1β no modificó la expresión génica ni de EP1 ni de EP3 en comparación con 
las células no estimuladas. En cuanto a la expresión de los otros dos receptores, la presencia de la IL-1β incrementó 
de forma significativa la expresión tanto de EP2 como de EP4, en comparación a células no estimuladas, alcanzando 
un máximo de expresión a las 4 horas (Figura 9). Ni el CBX y el DCF modificaron este incremento en la expresión 
génica de EP2 y de EP4 en experimentos realizados a 4 horas de incubación. La exposición de estos AINES sobre 
células sin estimular no modificó la expresión de los EPs cuando se compararon con las células en condiciones 
basales (Figura 10).   
 
Figura 10. Expresión de EP2 y de EP4 en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 
min. con CBX (10-6 M) y DCF (10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 4 horas.  Expresión génica 
de EP2 (A) y de EP4 (B) medida por PCR a tiempo real. Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal.  
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1.7 Expresión y síntesis de la iNOS en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. Efecto 
de los AINES sobre la liberación de NO en condrocitos artrósicos en cultivo. 
A continuación estudiamos el efecto de la inhibición de PGE2 sobre la iNOS. Respecto a la expresión génica, tanto 
los pacientes tratados con CBX como los tratados con ACF mostraron una disminución en dicha expresión cuando se 
compararon con el grupo CONTROL (0.6 ± 0.1 vs. 1.1 ± 0.2 y 0.3 ± 0.1 vs. 1.1 ± 0.2 respectivamente, p<0.05), 
aunque no mostraron diferencias al compararlos entre sí.  La síntesis proteica de la iNOS tuvo un comportamiento 
similar a la expresión génica, los pacientes con tratamientos  mostraron una disminución estadísticamente 
significativa de la presencia de la proteína cuando se compararon con el grupo CONTROL [0.4 ± 0.1 vs. 2.2 ± 0.3 
(CBX) y 0.3 ± 0.1 vs. 2.2 ± 0.3 (ACF), p<0.05] y no mostraron diferencias cuando se compararon entre sí (Figura 11). 
En los cultivos celulares la IL-1β indujo un incremento en la síntesis proteica de la iNOS estadísticamente 
significativo en comparación con las células sin estimular. Este incremento no fue modificado por ninguno de los 
AINES empleados. Los AINES tampoco modificaron la síntesis de la proteína en células no estimuladas cuando se 
compararon con las células en estado basal (Figura 11). Además, quisimos comprobar el efecto de los AINES sobre 
la liberación de NO en los condrocitos en cultivo. Para ello, medimos el NO liberado por las células 24 horas después 
de la estimulación de los condrocitos con IL.1β. Esta citoquina produjo un incremento significativo en la 
concentración del NO en el sobrenadante celular. Ni la presencia de CBX ni la del DCF consiguieron alterar la 
concentración de NO inducida por la IL-1β. Los AINES tampoco modificaron la síntesis de NO en las células no 
estimuladas cuando se compararon con las células en estado basal (Figura 11).  
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Figura 11. Expresión y síntesis de la iNOS en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL y en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10 -6 M) y 
DCF (10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 24 horas. Efecto del CBX y del DCF sobre la 
liberación de NO en condrocitos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10-6 M) y DCF (10-6 M), y 
estimulados después con IL-1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Expresión génica de la iNOS en el cartílago articular 
de los pacientes medida por PCR a tiempo real. (B y C) Se muestra un estudio de Western blot representativo 
correspondiente a las señales para iNOS y α-tubulina y los análisis densitométricos de la presencia de la iNOS 
expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina para los pacientes (B) y 
para las células en cultivo (C). (D) Efecto del CBX y del DCF sobre la liberación de NO en condrocitos en cultivo. Datos 
expresados como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL; *p<0.05 vs. Basal.  
 
1.8 Expresión y síntesis de la IL-1β en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Nuestro siguiente objetivo fue estudiar la expresión y la síntesis de la IL-1β. Los pacientes tratados con CBX 
presentaron una disminución estadísticamente significativa en la expresión génica de la IL-β en comparación con el 
grupo de pacientes CONTROL (1.9 ± 0.6 vs. 4.3 ± 0.7,  p<0.05) y también en comparación con los pacientes 
tratados con ACF (1.9 ± 0.6 vs. 3.4 ± 1.1,  p<0.05). Sin embargo, los pacientes tratados con ACF no presentaron 
modificaciones en la expresión de esta citoquina en el cartílago. En términos de síntesis proteica, ni los pacientes 
tratados con CBX ni los tratados con ACF modificaron la producción de IL-1β en comparación con los pacientes 
pertenecientes al grupo CONTROL. Tampoco hubo diferencias al comparar los dos grupos con tratamientos entre sí 
(Figura 12). 
En los cultivos de condrocitos artrósicos humanos, la estimulación con 10 u/ml de IL-1β ocasionó un incremento 
estadísticamente significativo en la expresión génica de la IL-1β tras dos horas de incubación. Tanto el tratamiento 
con CBX como el tratamiento con DCF previnieron este incremento en la expresión de la citoquina (59 ± 12 vs. 111 ± 
9 y 62 ± 12 vs. 111 ± 9 respectivamente,  p<0.05). No hubo diferencias entre los tratamientos entre sí. En los 
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condrocitos no estimulados los tratamientos no modificaron la expresión génica de la IL-1β observada bajo 
condiciones basales (Figura 12). 
 
Figura 12. Expresión y síntesis de la IL-1β en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL y en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10 -6 M) y DCF 
(10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 2 horas. Expresión génica de la IL-1β en el cartílago 
articular de los pacientes (A) y en condrocitos en cultivo (C) medida por PCR a tiempo real. (B) Se muestra un estudio de 
Western blot representativo en el cartílago articular de los pacientes correspondiente a las señales para IL-1β y α-
tubulina y los análisis densitométricos de la presencia de la IL-1β expresados en unidades arbitrarias de densitometrado 
(UAD) con respecto a la de α-tubulina. Datos expresados como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL; 
&p<0.05 vs. pacientes ACF; *p<0.05 vs. Basal; †p<0.05 vs. solo IL-1β.  
 
1.9 Expresión y síntesis de TNF-α en pacientes con artrosis y en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Para finalizar esta primera parte de los resultados, estudiamos la expresión y la síntesis del TNF-α. De forma similar 
a lo ocurrido en la expresión génica de la IL-1β, los pacientes tratados con CBX mostraron una disminución 
significativa en la expresión génica del TNF-α en comparación con los pacientes de los grupos CONTROL  (1.0 ± 0.1 
vs. 3.4 ± 0.8,  p<0.05) y ACF (1.0 ± 0.1 vs. 3.6 ± 0.8,  p<0.05). En los pacientes tratados con ACF no hubo 
modificaciones en la expresión del TNF-α en comparación con los pacientes del grupo CONTROL. Respecto a la 
síntesis proteica del TNF-α, los pacientes tratados con CBX mostraron un descenso significativo en la presencia del 
TNF-α en el cartílago en comparación con el grupo de pacientes CONTROL (0.8 ± 0.1 vs. 1.5 ± 0.2,  p<0.05). No se 
encontraron diferencias entre los pacientes tratados con ACF y el grupo CONTROL y tampoco entre los dos 
tratamientos (Figura 13). 
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En los cultivos celulares ni el CBX ni el DCF lograron modificar la expresión del TNF-α que se produjo en condrocitos 
estimulados con 10 u/ml de IL-1β. Los AINES tampoco modificaron en las células no estimuladas la expresión génica 
del TNF-α observada bajo condiciones basales (Figura 13). 
 
Figura 13. Expresión y síntesis del TNF-α en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL y en condrocitos artrósicos humanos en cultivo preincubados durante 60 min. con CBX (10 -6 M) y DCF 
(10-6 M) y estimuladas después con IL-1β (10 U/ml) durante 2 horas. Expresión génica del TNF-α en el cartílago 
articular de los pacientes (A) y en condrocitos en cultivo (C) medida por PCR a tiempo real. (B) Se muestra un estudio de 
Western blot representativo en el cartílago articular de los pacientes correspondiente a las señales para TNF-α y α-
tubulina y los análisis densitométricos de la presencia de la IL-1β expresados en unidades arbitrarias de densitometrado 
(UAD) con respecto a la de α-tubulina. Datos expresados como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL; 
&p<0.05 vs. pacientes ACF; *p<0.05 vs. Basal.  
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2. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
MEDIADORES ANGIOGÉNICOS EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
En esta segunda parte de la tesis, estudiaremos cómo se modifica la expresión de algunos mediadores angiogénicos 
en el cartílago de los pacientes con artrosis de rodilla avanzada bajo el efecto de la inhibición de la síntesis de PGE2, 
para lo que emplearemos el cartílago procedente de los pacientes incluidos en el ensayo clínico. Estudiaremos 
también el efecto de la depleción de la PGE2 endógena sobre la angiogénesis en condrocitos en cultivo comparando 
de forma simultánea el efecto de diferentes fármacos anti artrósicos como los AINES (CBX, MXC, DCF e IND) y los 
SYSADOAS (GS y CS) sobre la expresión y la síntesis de los mediadores angiogénicos en condrocitos procedentes 
de pacientes con artrosis. Además estudiaremos el efecto del tratamiento con GS sobre la síntesis de VEGF en el 
cartílago procedente de un modelo experimental de artrosis en conejo.  
2.1 Expresión de HIF-1α y VEGF en pacientes con artrosis. 
En primer lugar, medimos la expresión de dos de los mediadores angiogénicos más importantes, HIF-1α y VEGF, en 
el cartílago de los pacientes incluidos en el ensayo clínico, para comprobar si el tratamiento a largo plazo con los 
AINES, que disminuye la síntesis de PGE2, modifica dicha expresión. Como se puede observar en la figura 14, 
ninguno de los tratamientos fue capaz de modificar la expresión de estos mediadores en comparación al grupo 
CONTROL. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de tratamientos.  
 
Figura 14. Expresión génica de HIF-1α y VEGF en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX, ACF y 
CONTROL. Expresión génica de HIF-1α (A) y VEGF (B) en el cartílago articular de los pacientes medida por PCR a 
tiempo real. Datos expresados como media ± EEM.  
 
A continuación, decidimos estudiar el efecto de la depleción de la PGE2 endógena sobre la expresión y la síntesis de 
HIF-1α y VEGF inducidas por la IL-1β en condrocitos en cultivo procedentes de pacientes con artrosis, para lo que 
incubamos estas células con diferentes fármacos usados en la terapia contra la artrosis, como se explica en la 
introducción.  
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2.2 Efecto de la IL-1β sobre la expresión de HIF-1α y VEGF en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Nuestro primer objetivo en los experimentos in vitro fue estudiar el efecto tiempo-dependiente de la estimulación de 
la IL-1β sobre la expresión génica de HIF-1α y VEGF en condrocitos artrósicos humanos en cultivo. Estimulamos las 
células con IL-1β (1 U/ml), durante diferentes tiempos de incubación, 0, 2, 4, 8 y 12 horas en el caso de HIF-1α y 0, 
2, 4, 8, 12, 18 y 24 horas en el caso de VEGF. En la figura 15, se muestra cómo la presencia de la IL-1β incrementó 
de forma significativa la expresión de los dos genes estudiados en los condrocitos. Observamos que el incremento 
en la expresión del factor nuclear HIF-1α producido por la IL-1β alcanzó un efecto significativo a las 4 y a las 12 
horas de incubación, siendo este mayor a las 4 horas (Figura 15). En el caso de VEGF, el incremento en la expresión 
ocasionado por la IL-1β se produjo a las 18 y 24 horas de incubación, siendo máximo a las 24 horas (Figura 15).  
 
Figura 15. Efecto tiempo dependiente de la IL-1β sobre la expresión génica de HIF-1α y VEGF en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se estimularon durante diferentes periodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 
24 horas) con IL-1β (1 U/ml). (A) Expresión génica de HIF-1α; (B) Expresión génica de VEGF. Expresiones génicas 
medidas por PCR a tiempo real. Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal.  
A continuación, tras conocer  cual es el tiempo de máxima expresión de los mediadores angiogénicos, nos 
propusimos estudiar cual era el efecto de la presencia de varios inhibidores de la síntesis de la PGE2 y de otros 
fármacos anti artrósicos en los condrocitos. Empleamos para ello varios AINES como el CBX, MXC, DCF e IND, que 
poseen un diferente perfil inhibitorio sobre las ciclooxigenasas. Además evaluamos simultáneamente el efecto de 
algunos SYSADOAS como el SG y el CS sobre la activación de los mediadores angiogénicos inducidos por la IL-1β 
en los condrocitos procedentes de pacientes con artrosis. Con el propósito de asegurar la posible eficacia de estos 
fármacos, las dosis de los SYSADOAS empleadas en la mayor parte de los experimentos fueron elevadas. La 
pretensión de nuestro grupo es continuar trabajando en esta línea, utilizando dosis que se correspondan con las 
empleadas en los tratamientos de pacientes con artrosis en la actualidad. 
 
2.3 Efecto de los fármacos sobre la expresión y la síntesis de HIF-1α en condrocitos artrósicos en cultivo. 
A continuación estudiamos el efecto de la depleción de PGE2 endógena sobre la expresión y la síntesis de HIF-1α en 
los condrocitos artrósicos humanos en cultivo. En estos experimentos, a las células se les retiró el suplemento de 
STF 48 horas antes de su estimulación con IL-1β. En ese momento, se añadió en el medio de cultivo los dos 
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SYSADOAS empleados y se mantuvieron durante las 48 horas. Una hora antes de la estimulación añadimos los 
cuatro AINES. Las células se estimularon con 1 U/ml de IL-1β durante 4 horas. Mediante la técnica de PCR a tiempo 
real, pudimos comprobar que ninguno de los fármacos empleados en estos experimentos conseguía reducir el 
aumento en la expresión génica de HIF-1α provocado por la estimulación con IL-1β en los condrocitos (Figura 16).  
 
Figura 16. Efecto de los fármacos sobre la expresión y la síntesis de HIF-1α inducida por la IL-1β en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se preincubaron durante 48 horas con GS y con CS y durante 1 hora con 
CBX, MXC, DCF e IND, y luego se estimularon durante 4 horas con IL-1β. (A) Expresión génica de HIF-1α; (B) Síntesis 
proteica de HIF-1α; Se muestra un estudio de Western blot representativo correspondiente a las señales para HIF-1α y 
los análisis densitométricos de la presencia de HIF-1α expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD). 
Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal; # p<0.05 vs. IL-1β. 
A continuación analizamos la síntesis proteica de HIF-1α en extractos de proteína total. Los resultados obtenidos 
fueron muy similares a los de la expresión génica, ya que ninguno de los fármacos anti artrósicos empleados 
consiguieron reducir el aumento en la síntesis de HIF-1α provocado por la IL-1β. Ya que HIF-1α es un factor nuclear, 
quisimos comprobar si algunos de los fármacos usados eran capaces de modificar la presencia de HIF-1α en el 
núcleo. Para ello, como se describe en el apartado de métodos, extrajimos la proteína nuclear de los condrocitos y 
medimos la presencia de HIF-1α mediante Western blot. En estos experimentos utilizamos los mismos fármacos, 
pero usamos varias dosis para cada SYSADOA. Como se puede observar en la figura 16, sólo el SG y el CS fueron 
capaces de inhibir la síntesis de HIF-1α inducida por la IL-1β en los condrocitos. Ninguno de los AINES modificó de 
forma significativa los niveles de este factor nuclear.  
 
2.4 Efecto de los fármacos sobre la expresión y la síntesis de VEGF en condrocitos artrósicos en cultivo. 
Después evaluamos el efecto de la depleción de la PGE2 endógena sobre la expresión y la síntesis de VEGF en los 
condrocitos procedentes de pacientes con artrosis. A diferencia de los resultados obtenidos con el factor HIF-1α, 
todos los fármacos empleados consiguieron reducir de forma significativa el aumento en la expresión génica de 
VEGF provocado por la estimulación de las células con IL-1β (Figura 17). Para los estudios de proteína, empleamos 
un anticuerpo capaz de reconocer la isoforma 165 de VEGF, que como se explica en la introducción, es la más 
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abundante. En estos estudios, al igual que ocurría en el caso de HIF-1α, sólo los SYSADOAS empleados en este 
estudio, el SG y el CS, consiguieron reducir el aumento en la presencia de VEGF165 ocasionado por la estimulación 
de la citoquina proinflamatoria. Los AINES utilizados no tuvieron ningún efecto sobre la síntesis de VEGF165 (Figura 
17). 
 
Figura 17. Efecto de los fármacos sobre la expresión y la síntesis de VEGF inducida por la IL-1β en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se preincubaron durante 48 horas con GS y con CS y durante 1 hora con 
CBX, MXC, DCF e IND, y luego se estimularon durante 24 horas con IL-1β. (A) Expresión génica de VEGF; (B) Síntesis 
proteica de VEGF; Se muestra un estudio de Western blot representativo correspondiente a las señales para VEGF y α-
tubulina y los análisis densitométricos de la presencia de VEGF expresados en unidades arbitrarias de densitometrado 
(UAD) con respecto a la de α-tubulina. Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal; # p<0.05 vs. IL-1β. 
 
 
 
Como los resultados obtenidos indicaban un mayor efecto de los SYSADOAS sobre la expresión y la síntesis de los 
mediadores angiogénicos estudiados, decidimos estudiar el efecto del tratamiento con uno de estos SYSADOAS, el 
SG, sobre la síntesis de VEGF en un modelo experimental de artrosis en conejo. 
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2.5 Efecto del tratamiento con SG sobre la síntesis de VEGF en un modelo experimental de artrosis en 
conejo. 
Para estudiar este efecto, empleamos un modelo experimental de artrosis en conejo. Estudiamos varios grupos de 
conejos albinos machos de raza Nueva Zelanda esqueléticamente maduros a los que les indujimos artrosis de forma 
experimental mediante una menisectomía parcial 
medial y la sección del ligamento cruzado anterior en 
ambas rodillas como se describe en el apartado de 
métodos. Tras inducir la artrosis, sacrificamos algunos 
animales y recogimos muestras de cartílago a las 3, 8 
y 12 semanas de evolución y medimos la síntesis de 
VEGF165 con el fin de conocer en que etapa de la 
artrosis experimental los conejos sintetizaban más 
cantidad de este mediador. Como se muestra en la 
figura 18, cuando la artrosis experimental ha 
evolucionado durante 8 semanas es cuando los 
conejos sintetizan más cantidad de VEGF165, aunque 
a las 3 y a las 12 semanas el aumento en la síntesis 
de VEGF165 también es significativo.   
 
 
A continuación, estudiamos el efecto del tratamiento 
con SG sobre la síntesis de VEGF165 en el cartílago. 
Para ello, a un grupo de conejos se le indujo artrosis 
por inestabilidad mediante intervención quirúrgica como 
en el resto de animales, pero a este grupo se le 
administró 1500 mg/día de SG. El tratamiento comenzó 
dos semanas antes de la intervención y se mantuvo 
hasta el final del ensayo. Tras la cirugía, los conejos se 
dejaron evolucionar durante 8 semanas. Como 
podemos ver en la figura 19, el tratamiento con SG 
reduce de forma significativa la síntesis de VEGF165 
cuando se compara el cartílago de los conejos tratados 
con el de los conejos sin tratar. 
 
Figura 18. Síntesis de VEGF en el cartílago articular de los conejos 
sanos y OA. Se muestran un estudio de Western blot representativo en el 
cartílago articular de los conejos correspondiente a las señales para VEGF 
y los análisis densitométricos de la presencia VEGF expresados en 
unidades arbitrarias de densitometrado (UAD). Datos expresados como 
media ± EEM. *p<0.05 vs. Conejos SANOS. 
Figura 19. Síntesis de VEGF en el cartílago articular de los conejos 
sanos, OA y SG. Se muestra un estudio de Western blot representativo en 
el cartílago articular de los conejos correspondiente a las señales para 
VEGF y los análisis densitométricos de la presencia VEGF expresados en 
unidades arbitrarias de densitometrado (UAD). Datos expresados como 
media ± EEM. *p<0.05 vs. Conejos SANOS; # p<0.05 vs. Conejos OA. 
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3. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
OPG/RANK/RANKL EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
En esta tercera y última parte de la tesis, estudiamos el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre la 
presencia del sistema  OPG / RANK / RANKL, 
principal modulador del remodelado óseo, en el 
cartílago artrósico, ya que todavía no se conoce su 
regulación en este tejido. Para ello estudiaremos el 
efecto de la inhibición de la PGE2 sobre estos 
mediadores en el cartílago de los pacientes con CBX, 
un inhibidor selectivo de la COX-2. Además 
estudiaremos la modulación por la PGE2 de estos 
mediadores en condrocitos procedentes de pacientes 
con artrosis. Analizaremos también la síntesis de 
estos mediadores en el cartílago procedente de un 
modelo experimental de artrosis en conejo.  
3.1 Expresión génica de OPG, RANK y RANKL en 
pacientes con artrosis. 
En primer lugar, medimos la expresión de los 
mediadores del metabolismo óseo en el cartílago de 
los pacientes con artrosis pertenecientes al ensayo. 
No encontramos diferencias en la expresión génica de 
OPG ni de RANK al comparar el cartílago de los 
pacientes tratados con CBX con el del grupo 
CONTROL. Sin embargo, respecto a la expresión 
génica de RANKL, los pacientes tratados con CBX 
presentaron una inhibición estadísticamente 
significativa cuando se compararon al grupo CONTROL 
(0.9 ± 0.1 vs. 1.4 ± 0.1, p<0.05), como se muestra en la 
figura 20. 
 
3.2 Síntesis de OPG y RANKL en pacientes con artrosis. 
A continuación analizamos la síntesis proteica de los mediadores estudiados. Tal y como ocurría en los estudios de 
expresión génica, no encontramos diferencias en la presencia de OPG entre los dos grupos del ensayo. Sin embargo, 
los pacientes tratados con CBX mostraron una inhibición estadísticamente significativa en la síntesis de RANKL al 
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Figura 20. Expresión génica de OPG, RANKL y RANK en el 
cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX y CONTROL. 
Expresión génica de OPG (A), RANKL (B) y RANK (C) en el cartílago 
articular de los pacientes medida por PCR a tiempo real. Datos 
expresados como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL. 
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compararlos con el grupo CONTROL (0.6 ± 0.2 vs. 1.3 ± 0.5, p<0.05) (Figura 21). No estudiamos la síntesis proteica 
de RANK porque en los estudios de expresión génica no encontramos diferencias entre los grupos incluidos en este 
trabajo. 
 
Figura 21. Síntesis OPG y RANKL en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX y CONTROL. Se 
muestra un estudio de Western blot representativo en el cartílago articular de los pacientes correspondiente a las 
señales para OPG (A), RANKL (B) y α-tubulina y los análisis densitométricos de la presencia de OPG y RANKL 
expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina. Datos expresados como 
media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL. 
 
3.3 Ratio OPG / RANKL. 
Como el tratamiento con CBX modifica tanto la expresión cómo la síntesis de RANKL, calculamos el ratio 
OPG/RANKL en el cartílago de los pacientes con artrosis, ya que esta relación se  conoce como un importante factor 
determinante en el metabolismo óseo [200, 201]. Del equilibrio resultante entre la expresión de OPG y RANKL 
depende la regulación de la diferenciación y la activación de los osteoclastos. Un aumento en la expresión de OPG o 
una disminución en la de RANKL, como ocurre en el caso de los pacientes tratados con CBX, supone un incremento 
en el ratio OPG/RANKL, lo que significa que se inhibe la osteoclastogénesis, es decir, se inhibe la resorción ósea. 
Por esto, el aumento en el ratio OPG/RANKL puede ser considerado como una señal anti-resortiva. En el cartílago 
de los pacientes incluidos en el ensayo clínico, los pacientes tratados con CBX mostraron un aumento en el ratio 
OPG/RANKL que fue estadísticamente significativo en comparación con los pacientes CONTROL, tanto al estudiar la 
expresión génica (0.9 ± 0.3 vs. 0.6 ± 0.1, p<0.05), como la síntesis proteica (5.0 ± 1.0 vs. 2.1 ± 0.7, p<0.05) (Figura 
22).   
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Figura 22. Ratio OPG/RANKL en el cartílago articular de los pacientes de los grupos CBX y CONTROL. (A) 
Expresión génica y (B) Síntesis proteica. Datos expresados como media ± EEM. #p<0.05 vs. pacientes CONTROL. 
 
3.4 Localización de OPG y de RANKL en el cartílago de los pacientes con artrosis. 
Nuestro siguiente objetivo fue localizar tanto OPG como RANKL en el cartílago de los pacientes con artrosis. La 
localización de OPG y de RANKL ya se había estudiado previamente en pacientes sanos en comparación con 
pacientes con artrosis leve (índice mankin 2-3) [150]. En ese estudio los autores localizaban tanto OPG como RANKL 
en la zona superficial del cartílago y en algunas células de la zona media [150]. En nuestro trabajo localizamos las 
dos proteínas en el cartílago de los pacientes incluidos en el ensayo, que tenían una artrosis avanzada con un índice 
mankin de entre 9 y 14 (Media: 11.4 ± 0.4). Realizamos las inmunohistoquímicas de OPG y de RANKL en el 
cartílago articular de pacientes pertenecientes a  los diferentes grupos de tratamientos incluidos en el ensayo de 
acuerdo a lo descrito en el apartado de métodos.  
 
Figura 23. Localización de OPG (A, B, C) y RANKL (D, E, F) en el cartílago articular de los pacientes. Se muestran 
fotografías representativas de pacientes del grupo CONTROL. No hubo diferencias en la localización de estas proteínas 
entre los diferentes grupos incluidos en el ensayo. La tinción se realizó mediante la técnica de la peroxidasa como se 
describe en el apartado de métodos. Aumentos: A-E: 100x; F: 200x. 
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La tinción para OPG fue positiva en los condrocitos de todas las zonas del cartílago, incluyendo la zona de 
proliferación de condrocitos, aunque también observamos una clara señal extracelular (Figura 23). Respecto a 
RANKL, la tinción fue positiva en la mayoría de los condrocitos de todas las zonas del cartílago, con una señal 
intensa en las clonas de condrocitos; También encontramos RANKL en el tejido pericelular, especialmente en las 
zonas más profundas; Además, obtuvimos una tinción positiva para RANKL tanto en los vasos sanguíneos que 
atraviesan el frente de calcificación como en los condrocitos embebidos en este frente, y también en algunas células 
del cartílago calcificado (Figura 23). La localización de ambas proteínas fue similar entre los diferentes grupos de 
pacientes, mientras que las diferencias en la cantidad de proteína se correlacionan con los estudios de Western blot.   
 
Como el tratamiento con CBX modifica el ratio OPG/RANKL en el cartílago de los pacientes incluidos en el ensayo 
clínico, quisimos comprobar si esta modificación se produce por los diferentes efectos que tiene el tratamiento con 
CBX además de inhibir la síntesis de PGE2, o si solamente la PGE2 puede modular directamente estos mediadores. 
Para ello, realizamos una serie de experimentos in vitro en condrocitos humanos procedentes de pacientes con 
artrosis avanzada de rodilla. Estimulamos a los condrocitos con PGE2 (10-6 M) y medimos después la expresión y la 
síntesis de OPG y RANKL. 
 
3.5 Efecto de la PGE2 sobre la expresión y la síntesis de OPG, RANK y RANKL en condrocitos artrósicos 
humanos en cultivo. 
Mediante la técnica de PCR a tiempo real estudiamos el efecto tiempo dependiente de la estimulación con PGE2 
sobre la expresión génica de OPG, RANKL y RANK en condrocitos artrósicos humanos en cultivo. Estimulamos las 
células con PGE2 (10-6 M), durante diferentes tiempos de incubación (0, 2, 4, 8, 18, 24, 36 y 48 horas). Como se 
muestra en la figura 24, la PGE2  a esta concentración induce un incremento en la expresión génica tanto de OPG 
como de RANKL de forma dependiente del tiempo de incubación. El aumento en la expresión génica de OPG fue 
estadísticamente significativo desde las 8 horas de incubación hasta las 24 horas en comparación con células no 
estimuladas. La expresión génica de RANKL también se incrementó de forma estadísticamente significativa desde 
las 8 hasta las 36 horas de incubación en comparación con la expresión de las células en estado basal, aunque este 
incremento en la expresión de RANKL fue siempre superior al observado para la expresión de OPG. De esta forma, 
la relación OPG / RANKL disminuyó de forma tiempo dependiente, siendo mínima a las 24 horas de incubación. La 
expresión de RANK fue difícil de medir mediante PCR a tiempo real,  ya que los valores de Ct en las muestra de los 
condrocitos artrósicos humanos en cultivo fueron muy altos y siempre mayores que los observados para OPG y 
RANKL. Usando condiciones similares en la RT y en la PCR a tiempo real,  los valores de Ct para OPG y RANKL 
oscilan entre 19 y 25 para OPG y entre 29 y 34 para RANKL, mientras que los valores de Ct para RANK siempre 
eran superiores a 37 cuando se detectaban. 
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Figura 24. Efecto tiempo dependiente de la PGE2 sobre la expresión génica de OPG y RANKL en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se estimularon durante diferentes periodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18, 24 
y 36 horas) con PGE2 (10-6 M). (A) Expresión génica de OPG; (B) Expresión génica de RANKL; (C) Ratio OPG/RANKL 
(Expresión génica). Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal.  
 
 
A continuación estudiamos la expresión génica y la síntesis proteica de OPG y RANKL en los condrocitos humanos 
estimulados con diferentes dosis de PGE2 (10-9 M – 10-6 M), mediante las técnicas de PCR a tiempo real y Western 
blot respectivamente. Únicamente la dosis de 10-6 M indujo un incremento estadísticamente significativo en la 
expresión génica de OPG al comparar las células estimuladas con células en estado basal, mientras que la 
expresión génica de RANKL aumentó a las dosis de 10-6 M y 10-7 M. De forma similar a lo ocurrido al medir la 
expresión génica de estos dos mediadores en las curvas de tiempo, la expresión de RANKL fue siempre superior a la 
OPG para cada concentración de PGE2. Así, el ratio OPG / RANKL disminuyó significativamente a las dosis de 10-6 
M y 10-7 M (Figura 25).  
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Figura 25. Efecto dosis dependiente de la PGE2 sobre la expresión génica de OPG y RANKL en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se estimularon durante 24 horas a diferentes dosis de PGE2 (10-9 M – 10-6 
M). (A) Expresión génica de OPG; (B) Expresión génica de RANKL; (C) Ratio OPG/RANKL (Expresión génica). Datos 
expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal.  
 
 
Después, estudiamos la presencia de estos mediadores en los condrocitos en cultivo mediante Western blot.  Para 
estudiar la síntesis de OPG, extrajimos extracto de proteína total de los condrocitos en cultivo. Como se puede 
observar en la figura 26, la producción de OPG se incrementa significativamente a las dosis de 10-8, 10-7 y 10-6 M. Al 
estudiar la síntesis de RANKL en los extractos de proteína celular no observamos ningún efecto de la PGE2 sobre su 
presencia. A continuación estudiamos si la PGE2 podría modificar el RANKL anclado en la membrana celular. Para 
ello, repetimos los experimentos y extrajimos las proteínas de las membranas celulares de los condrocitos en cultivo 
según lo descrito en el apartado de métodos. En los extractos de proteínas de membrana, la PGE2 aumentó de 
forma estadísticamente significativa la presencia de RANKL a las mismas dosis a las que aumentó la presencia de 
OPG. El aumento en la presencia de RANKL, como ocurrió al estudiar la expresión génica de estos mediadores, fue 
siempre superior al observado para OPG (Figura 26). Por lo tanto, el ratio OPG (Proteína total) / RANKL (Proteína 
anclada en membrana) disminuyó.  
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Figura 26. Efecto dosis dependiente de la PGE2 sobre la síntesis proteica de OPG y RANKL en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. Las células se estimularon durante 24 horas a diferentes dosis de PGE2 (10-9 M – 10-6 
M). (A) Síntesis proteica de OPG; (B) Síntesis proteica de RANKL; (C) Ratio OPG/RANKL (Síntesis proteica). Se muestra 
un estudio de Western blot representativo en condrocitos artrósicos humanos en cultivo correspondiente a las señales 
para OPG y α-tubulina y para RANKL y los análisis densitométricos de la presencia de OPG y RANKL expresados en 
unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina cuando fue posible. Datos expresados 
como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal. 
 
 
Con el propósito de confirmar la síntesis de RANK en 
los condrocitos artrósicos humanos en cultivo, 
estudiamos la presencia de esta proteína en los 
extractos de proteína total. Confirmamos, mediante la 
técnica del Western blot,  que los condrocitos 
sintetizan RANK. Sin embargo, la presencia de PGE2 
no modificó la síntesis de esta proteína a ninguna de 
las dosis empleadas (FIGURA 27). En los extractos 
de proteína de membrana observamos una señal muy 
débil para RANK, que tampoco fue modificada por la 
presencia de PGE2. 
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Figura 27. Efecto dosis dependiente de la PGE2 sobre la síntesis 
proteica de OPG y RANKL en condrocitos artrósicos humanos en 
cultivo. Las células se estimularon durante 24 horas a diferentes dosis 
de PGE2 (10-9 M – 10-6 M). Se muestra un estudio de Western blot 
representativo en condrocitos artrósicos humanos en cultivo 
correspondiente a las señales para RANK y α-tubulina y los análisis 
densitométricos de la presencia de RANK expresados en unidades 
arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina. 
Datos expresados como media ± EEM.  
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3.6 Inmunocitoquímica de RANKL en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. 
Con el fin de evaluar si el aumento de la presencia de 
RANKL en los extractos de proteína de membrana de los 
condrocitos artrósicos humanos en cultivo fue debido a un 
aumento en el anclaje  de RANKL a la membrana de estas 
células, analizamos la localización de esta proteína 
empleando las técnicas de inmuno-tinción y análisis de las 
imágenes mediante microscopía confocal, como 
explicamos en el apartado de métodos. En los condrocitos 
no  estimulados, encontramos una escasa señal de RANKL 
localizada principalmente en el citoplasma celular. La 
presencia de PGE2 induce una fuerte señal de RANKL que 
se localiza principalmente en la membrana de los 
condrocitos (Figura 28). 
 
3.7 Efecto de diferentes agonistas y/o antagonistas de 
los distintos receptores EPs sobre la expresión y la 
síntesis de OPG y de RANKL. 
Nuestro siguiente objetivo fue conocer a través de cual o 
de cuales de los receptores celulares la PGE2 ejerce 
mayoritariamente su acción sobre los mediadores que 
estudiamos en este tercer apartado de la tesis. Con este 
motivo utilizamos en los condrocitos artrósicos humanos en 
cultivo agosnistas específicos de diferentes receptores EPs y antagonistas de estos receptores incubados con PGE2 
(10-6 M) y analizamos la expresión génica de OPG y de RANKL mediante PCR a tiempo real y la síntesis proteica de 
estos dos mediadores mediante Western blot. Respecto a la expresión génica, como se muestra en la figura 29, la 
co-incubación de los condrocitos con PGE2 (10-6 M) y con AH23848 (10-6 M), un antagonista del receptor EP4, no 
inhibió de forma significativa ni la expresión de OPG ni la de RANKL. Tampoco tuvo ningún efecto sobre la expresión 
de OPG y de RANKL la co-incubación de la PGE2 (10-6 M) con SC-19220 (10-5 M), un antagonista del  receptor EP1. 
Cuando se incuban solos, estos antagonistas no tienen efecto alguno sobre la expresión de los mediadores. Tanto el 
11-deoxy-PGE1 (10-6 M), un agonista específico de los receptores EP2/EP4, como el Butaprots (10-6 M), un agonista 
del receptor EP2, inducen la expresión de forma estadísticamente significativa de OPG y de RANKL, aunque el 
Butaprost fue menos potente que el 11-deoxy-PGE1 en el aumento en la expresión de ambos mediadores. La 
incubación con Sulprostone (10-6 M), un agonista específico de los receptores EP1/EP3 no tuvo ningún efecto 
significativo en la expresión génica de RANKL, mientras que aumentó la expresión de génica de OPG (Figura 29).   
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Figura 28. Efecto de la PGE2 sobre la translocación de RANKL a la 
membrana celular en condrocitos artrósicos humanos en cultivo. 
Las células se estimularon durante 24 horas con PGE2 (10-6 M) o con 
agonistas específicos de los receptores celulares de la PGE2, y la 
distribución de RANKL se determinó por inmunofluorescencia cómo se 
describe en el apartado de métodos. Células sin estimular (A, B). Células 
tratadas con PGE2 (10-6 M) (C, D). Células tratadas con 11-deoxy-PGE2 
(Agonista EP2/EP4) (10-6 M) (E, F). Células tratadas con Sulprotone 
(Agonista EP1/EP3) (10-6 M) (G, H). 
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Figura 29. Efecto de diferentes agonistas y antagonistas de los distintos receptores EPs sobre la expresión génica de OPG y de RANKL. 
Las células se incubaron durante 24 horas con PGE2 (10-6 M) y/o con AH23848 (10-6 M), SC-19220 (10-5 M), 11-Deoxy-PGE1 (10-6 M), Butaprost (10-6 
M) y Sulprotone (10-6 M). (A) Expresión génica de OPG; (B) Expresión génica de RANKL. Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal; 
# p<0.05 vs. solo PGE2 (10-6 M).  
 
Respecto a la síntesis proteica, la co-incubación de los condrocitos con PGE2 (10-6 M) y los dos antagonistas 
utilizados en este experimento no tuvo ningún efecto para la OPG, sin embargo, la co-incubación de PGE2 (10-6 M) 
con AH23848 (10-6 M), el antagonista del receptor EP4, inhibió significativamente la presencia de RANKL en la 
membrana de los condrocitos. La co-incubación con el antagonista del receptor EP1 no inhibió la presencia de 
RANKL. Estos antagonistas cuando se incubaron solos no tuvieron ningún efecto ni en la síntesis de RANKL ni en la 
de OPG. Tanto el agonista de EP2 como el de EP2/EP4 indujeron la síntesis de OPG y de RANKL; El agonista de 
EP1/EP3 solo indujo la síntesis de OPG (Figura 30).  
También estudiamos el efecto de estos agonistas en la localización por inmuno-tinción de RANKL. La incubación de 
los condrocitos con el 11-Deoxy-PGE1 (10-6 M), agonista de EP2/EP4, induce un patrón similar de localización de 
RANKL al observado con la incubación de los condrocitos con la PGE2 (10-6 M) (Figura 28E, 28F). Observamos 
resultados similares incubando los condrocitos con Butaprost (10-6 M), agonista de EP2. En contrate, cuando 
incubamos las células con Sulprotone (10-6 M), el agonista de EP1/EP3, no observamos RANKL en la membrana de 
los condrocitos (Figura 28G, 28H). 
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Figura 30. Efecto de diferentes agonistas y antagonistas de los distintos receptores EPs sobre la síntesis de OPG y de RANKL. Las células 
se incubaron durante 24 horas con PGE2 (10-6 M) y/o con AH23848 (10-6 M), SC-19220 (10-5 M), 11-Deoxy-PGE1 (10-6 M), Butaprost (10-6 M) y 
Sulprotone (10-6 M). (A) Síntesis de OPG; (B) Síntesis de RANKL. Se muestra un estudio de Western blot representativo en condrocitos artrósicos 
humanos en cultivo correspondiente a las señales para OPG y α-tubulina (A) y para RANKL (B) y los análisis densitométricos de la presencia de 
OPG (A) y de RANKL (B) expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina cuando fue posible. Datos 
expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Basal; # p<0.05 vs. solo PGE2 (10-6 M).  
 
3.8 Estudios en animales. 
Para concluir, quisimos estudiar si los resultados obtenidos en esta parte de la tesis se podían reproducir en el 
modelo de artrosis experimental en conejo que ya habíamos utilizado para estudiar mediadores angiogénicos. En 
este ensayo, incluimos 12 conejos albinos machos de la raza Nueva Zelanda. A seis de los conejos les indujimos 
artrosis mediante intervención quirúrgica como se describe en el apartado de métodos. Los conejos se dejaron 
evolucionar durante 12 semanas, tras las cuales sacrificamos los conejos y recogimos muestras las de cartílago. 
3.8.1 Histopatología del cartílago articular de los 
conejos.  
Para la valoración histopatológica microscópica del 
cartílago articular de los conejos se evaluaron las 
muestras mediante la escala de Mankin en cortes 
teñidos con hematoxilina-eosina. Las alteraciones 
histopatológicas que se encontraron se describen a 
continuación: 
 Observamos que las rodillas con artrosis mostraron 
un índice global significativamente más elevado que 
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Figura 31. Histopatología del cartílago articular en los conejos de los 
grupos sanos y OA. Las gráficas de barras muestran la valoración del daño 
del cartílago articular de acuerdo a la escala de Mankin. Los resultados se 
expresan como media ± EEM, n = 10 conejos por grupo. 
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las rodillas sanas. La mayoría de las rodillas con artrosis presentaban alteraciones en la estructura, en la celularidad 
y en la tinción de la matriz, pero la línea ondulante basófila o tidemark apareció normal en todas las muestras, sin 
apreciarse invasión vascular. Las principales alteraciones estructurales de las rodillas artrósicas consistieron en 
irregularidades focales, con zonas de desflecamiento, hendiduras y/o úlceras que alcanzaban la zona de transición. 
También mostraron una disminución en la tinción de la matriz de leve a moderada. Con respecto a los cambios de la 
celularidad, las rodillas artrósicas mostraron alteraciones de leves a moderadas, con presencia ocasional de clones. 
En la figura 31 se representa la puntuación global obtenida en la valoración histopatológica del cartílago articular en 
los diferentes grupos estudiados según la escala de Mankin.  
3.8.2 Síntesis de OPG y RANKL en el cartílago articular de los conejos. 
Mediante estudios de Western blot estudiamos la síntesis de OPG y de RANKL en el cartílago articular de conejos 
sanos, y la comparamos con la síntesis de los mediadores en el cartílago de conejos con artrosis. Como se muestra 
en la figura 32, no se encontraron diferencias en la presencia de OPG entre los conejos sanos y los OA. Sin 
embargo, los conejos OA mostraron un aumento estadísticamente significativo en la síntesis de RANKL al 
compararlos con el grupo de conejos sanos (100.0 ± 13.1 vs. 1134.1 ± 172.1, p<0.05). Así, el ratio OPG/RANKL 
disminuyó de forma estadísticamente significativa al comparar el cartílago de los conejos sanos con el cartílago de 
los conejos OA (Figura 32). 
Según estos datos, el modelo experimental de artrosis en conejo sirve para estudiar el sistema OPG/RANKL en la 
artrosis, por lo que continuaremos investigando en este modelo el efecto sobre la expresión génica y la síntesis 
proteica de OPG y RANKL de los tratamientos anti-artrósicos que hemos usado en esta tesis. 
 
Figura 32. Síntesis OPG (A) y RANKL (B) y ratio OPG/RANKL (C) en el cartílago articular de los conejos sanos y OA. Se muestra un estudio de Western 
blot representativo en el cartílago articular de los conejos correspondiente a las señales para OPG y para RANKL y los análisis densitométricos de la presencia 
de OPG y RANKL expresados en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD). Datos expresados como media ± EEM. *p<0.05 vs. Conejos SANOS. 
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V. DISCUSIÓN 
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1. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
MEDIADORES PROINFLAMATORIOS EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
La homeostasis del cartílago articular es el resultado de una compleja interacción entre mediadores anabólicos y 
catabólicos y mediadores anti y proinflamatorios. Los condrocitos, único tipo celular presente en el cartílago, 
representan sólo el 10% del volumen del tejido, pero son unos versátiles reguladores del equilibrio del cartílago. Los 
condrocitos son muy sensibles a muchos tipos de estímulos, ya sean mecánicos, bioquímicos o de otro tipo. La 
homeostasis del cartílago puede alterarse por un aumento en la concentración de factores catabólicos, procedentes 
del propio cartílago o de los tejidos vecinos, tales como citoquinas proinflamatorias, que pueden dar como resultado 
la destrucción del cartílago y la artrosis [202]. 
La PGE2, el eicosanoide más abundante de las articulaciones artrósicas [49], modula varios de los principales 
procesos implicados en la destrucción gradual del tejido en la artrosis, como son la activación de proteasas, la 
síntesis de proteínas de matriz, la proliferación y la apoptosis celular, la neoangiogénesis, la síntesis de mediadores 
estructurales, etc. [28, 52, 54-56] y ha sido durante décadas diana en muchas de las terapias contra la artrosis.  En el 
líquido y en la membrana sinovial de pacientes con artrosis se han detectado altas concentraciones de PGE2 [50, 
51], de hecho, la membrana sinovial es la principal fuente de producción de PGE2 durante la artrosis [51], pero la 
PGE2 puede ser sintetizada por condrocitos, sinoviocitos y macrófagos [52]. En el cartílago, la PGE2 puede ejercer 
efectos pro ó anticatabólicos [28]. La PGE2 inhibe la degradación  tanto de los proteoglicanos como de las proteínas 
de la matriz [57, 58], mientras que la inhibición de la PGE2 previene el daño del cartílago inducido por citoquinas [64] 
e incrementa la síntesis de proteoglicanos en el cartílago artrósico [65, 66]. 
Los AINES clásicos y los inhibidores selectivos de la COX-2 se emplean habitualmente en el tratamiento de la 
artrosis. A pesar de que estos fármacos se emplean durante largos periodos de tiempo, todavía no se conoce con 
exactitud sus efectos directos sobre los condrocitos y el metabolismo del cartílago. Estos efectos se basan 
principalmente en la inhibición de la actividad de la ciclooxigenasa, disminuyendo así la síntesis de la PGE2. Además 
de participar en la aparición del dolor y en la inflamación observada en la artrosis, la PGE2 juega un papel importante 
en la degeneración del cartílago asociada a esta enfermedad [203]. Existe un creciente interés en conocer los 
efectos de los AINES en el cartílago, pero estos efectos no pueden ser estudiados fácilmente ya que los cambios en 
el cartílago durante la artrosis se producen de una forma bastante lenta. La mayor parte de la información sobre 
como actúan los AINES proviene de estudios a corto plazo con células o explantes. Aunque muchos de los pacientes 
tratados con AINES los han tomado durante varios años, existen pocos estudios que evalúen el efecto de los AINES 
a largo plazo. 
En la primera parte de la tesis, hemos demostrado que el tratamiento con AINES inhibe la expresión génica y la 
síntesis proteica tanto de la COX-2 como de la mPGES-1 en el cartílago de pacientes con artrosis avanzada de 
rodilla. Estas dos enzimas son clave en la vía de la síntesis de la PGE2. A si mismo, hemos demostrado la inhibición 
de la expresión y de la síntesis de estas dos enzimas en condrocitos artrósicos humanos en cultivo, estimulados con 
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IL-1β y tratados después con DCF y CBX, los dos AINES incluidos en este estudio. Estos resultados concuerdan con 
otros publicados previamente en relación a la inhibición de la COX-2 en presencia de diferentes AINES en células 
leucémicas, en células de carcinoma de pulmón y en sinoviocitos [204, 205]; Además, un inhibidor selectivo de la 
COX-2 redujo su presencia en explantes de cartílago en un modelo experimental de artrosis [206]. 
Los AINES empleados en este estudio ejercen una inhibición similar en la presencia de la COX-2 y de la mPGES-1 
en el cartílago artrósico humano, según nuestros datos. Durante la artrosis la concentración de estas dos enzimas es 
elevada en el cartílago [28, 203]. La producción de PGE2 en el líquido sinovial de las rodillas de los pacientes 
incluidos en el mismo ensayo clínico se inhibió de forma similar tras el tratamiento con ACF o con CBX. La 
concentración de la PGE2 se redujo en torno a un 60% debido a la acción de los AINES en la membrana sinovial y 
muy probablemente en el cartílago articular. Sin embargo, tanto nuestros datos como los de otros grupos demuestran 
que in vitro, la mayor parte de los AINES inhiben dramáticamente la liberación celular de PGE2 [207-210]. Las 
divergencias que se obtienen, tanto en nuestros resultados como en los resultados de otros estudios, sobre la 
inhibición de la PGE2 por AINES entre estudios in vitro e in vivo, pueden ser debidas, al menos en parte, a la 
multiplicidad de factores que diferencian ambos tipos de experiencias, como los aspectos farmacodinámicos y 
farmacocinéticos o la participación de otros sistemas que aumentan o disminuyen los efectos, fisiológicamente o por 
la acción de los mismos fármacos en estudio [211]. Hay que tener en cuenta la biodisponibilidad del fármaco. Las 
concentraciones de los AINES que empleamos en nuestros experimentos in vitro es la equivalente a la que se 
encuentra en el plasma de los pacientes tras ser tratados con una dosis terapéutica; Evidentemente, la cantidad de 
fármaco que penetra en las células diana es mayor en los experimentos in vitro, ya que añadimos los AINES 
directamente sobre estas células. Además, también hay que diferenciar entre los efectos que puede provocar un 
AINE sobre un estado agudo, como en el caso de los experimentos in vitro, o sobre un estado crónico, como en el 
caso de los pacientes, que han consumido el fármaco durante tres meses y, como demostramos en esta tesis, los 
AINES no sólo actúan como antiinflamatorios por su inhibición de síntesis de PGE2, sino que también de manera 
directa o indirecta modifican otros mediadores de la inflamación.  
El mecanismo por el que se inhiben la COX-2 y la mPGES-1 cuando se disminuye la concentración de PGE2 en el 
cartílago todavía no se conoce con exactitud. La misma PGE2 podría regular su propia síntesis, al menos 
parcialmente, ya que se ha demostrado que estabiliza el ARNm de la COX-2 y promueve su traducción en células 
sinoviales [212]. Por lo tanto, en presencia de concentraciones bajas de PGE2, el ARNm de la COX-2 es menos 
estable. En este contexto, nuestro grupo demostró que la presencia de PGE2 incrementa la síntesis de COX-2 en 
fibroblastos sinoviales en cultivo estimulados con IL-1β [207]. La mPGES-1 se encuentra incrementada tanto en la 
membrana sinovial como en el cartílago de la articulación artrósica [213, 214], así como en sinoviocitos y en 
condrocitos estimulados con diferentes citoquinas [44, 215]. Esta enzima está implicada en el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria así como en otros efectos producidos por PGE2. La PGE2 también podría regular su síntesis 
mediante la mPGES-1 ya que se ha observado que la adicción de PGE2 exógena es capaz de revertir la disminución 
en la expresión de la mPGES-1 producida por el uso de varios inhibidores selectivos de la COX-2 en fibroblastos 
sinoviales [216]. 
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En España, es frecuente la elección de ACF en el tratamiento de artrosis avanzada de rodilla para pacientes en los 
que ya no son efectivos ni el paracetamol ni el ibuprofeno [217]. En la actualidad no se permite el uso de algunos 
inhibidores selectivos de la COX-1 en el tratamiento contra la artrosis de rodilla. Por este motivo, escogimos en el 
ensayo clínico el ACF como comparador con un inhibidor selectivo de la COX-2. En humanos, el ACF se metaboliza 
rápidamente en 4’-hidroxiaceclofenaco, en DCF y en 4’-hidroxidiclofenaco [218]. Con respecto a la síntesis de PGE2 
se ha demostrado que el ACF y el 4’-hidroxiaceclofenaco no tienen ningún efecto inhibitorio sobre la actividad de la 
COX-2. De hecho, el ACF solo es capaz de suprimir la producción de PGE2 tras su conversión en DCF y 4’-
hidroxidiclofenaco [219, 220]. 
La PGE2 produce diferentes efectos sobre las células de forma que puede tener propiedades antiinflamatorias y 
proinflamatorias. Esta variedad en los efectos que provoca la PGE2 podría explicarse en parte por la existencia de 
cuatro receptores diferentes para este mediador, denominados EP1, EP2, EP3 y EP4 [221]. Estos receptores están 
acoplados a diferentes rutas de señalización intracelular, lo que podría ser la causa del amplio espectro de efectos 
atribuidos a la PGE2. Además, parece que la PGE2 podría tener diferentes efectos dependiendo del contexto de la 
activación y de la población celular. Por ejemplo, se ha descrito  que la PGE2 a través del receptor EP4 podría 
presentar efectos antiinflamatorios al suprimir la producción de quimioquinas en macrófagos humanos [222] y 
proinflamatorios al aumentar la expresión de mPGES-1 en fibroblastos sinoviales [216]. La expresión de estos 
receptores en el cartílago artrósico humano aún no se ha estudiado en profundidad. En trabajos anteriores han 
sugerido que todos los receptores están presentes en el cartílago de crecimiento de la rata [223, 224]. Nuestros 
datos revelan que todos los receptores EPs se expresan en los condrocitos humanos artrósicos en cultivo, aunque la 
estimulación de los condrocitos con la IL-1β sólo produjo un incremento en la expresión de EP2 y de EP4. La 
expresión de EP1 y de EP3 no se modificó. En estos condrocitos, ni el tratamiento con CBX ni con DCF, modificó el 
aumento en la expresión de EP2 y de EP4 inducido por la IL-1β. En los estudios in vivo, hemos demostrado que los 
receptores EP1 y EP3 están presentes en el cartílago artrósico humano, aunque no hemos observado que el 
tratamiento con los AINES modifiquen su expresión. Sin embargo, en el cartílago de los pacientes tratados con CBX, 
observamos una disminución significativa en la expresión de los receptores EP2  y EP4 al compararlo con el 
cartílago de los pacientes CONTROL. En diferentes modelos de artritis se ha descrito que la cascada de señalización 
de la PGE2 a través de los receptores EP2/EP4, está implicada en el proceso inflamatorio y en la degradación de la 
matriz extracelular en el cartílago y en el hueso [225, 226]. La reducción en la expresión de EP2/EP4 observada en el 
cartílago de los pacientes tratados con CBX podría participar en el control de la respuesta inflamatoria y de la 
progresión del daño del cartílago de estos pacientes. Por lo tanto, es importante evidenciar que la señalización de 
PGE2 a través de los receptores EP2/EP4 puede tener un papel antiinflamatorio al menos en situaciones de 
inhibición o disminución en la concentración de PGE2 [207].  
El NO es otro de los mediadores implicados en la evolución de la artrosis y se ha relacionado con la destrucción del 
cartílago articular a través de diferentes mecanismos [77, 227, 228]. En este sentido, el NO puede inhibir la síntesis 
de macromoléculas de la matriz del cartílago, tales como el colágeno y proteoglicanos, aumentar la actividad de las 
MMP, incrementar la susceptibilidad al daño inducido por otros oxidantes como H2O2, reducir la síntesis del IL-1Ra, 
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inhibir la proliferación celular e inducir apoptosis [78]. Se ha observado que el grado de lesión del cartílago puede 
estar directamente relacionado con la cantidad de NO producido por el tejido artrósico [229] y que en modelos 
animales la inhibición de la síntesis del NO en los tejidos de la articulación retarda la degeneración del cartílago 
[230]. De manera previa a la elaboración de este estudio, observamos que ni el ACF ni el CBX fueron capaces de 
disminuir ni la expresión ni la síntesis de la iNOS en la membrana sinovial de los pacientes incluidos en el ensayo 
clínico; Tampoco modificaron la concentración de NO en el liquido sinovial. Sin embargo, se ha observado que el 
condrocito es la principal fuente de NO [231], mientras que el tejido sinovial humano presenta una escasa capacidad 
para sintetizar y liberar NO [232]. Nuestros datos demuestran que tanto el ACF como el CBX disminuyen la expresión 
y la síntesis de la iNOS en el cartílago artrósico humano. Aún así, ninguno de los AINES utilizados en los 
experimentos in vitro consiguen disminuir significativamente ni la liberación de NO ni la síntesis de la iNOS en los 
condrocitos artrósicos humanos en cultivo. No obstante, los resultados de los estudios in vivo concuerdan con los 
datos existentes en cuanto a la disminución en la expresión de la iNOS tras el tratamiento con NS-398 en explantes 
de cartílago artrósico [206]. La aparente controversia existente entre los resultados in vivo e in vitro ya ha sido 
discutida por otros investigadores que sugirieron que los inhibidores de la COX-2 disminuyen el NO en los modelos 
de artrosis generados por inestabilidad, pero no en los generados con IL-1β [233]. Sin embargo, no podemos 
descartar que la reducción en la expresión y en la síntesis de la iNOS pudiera deberse a la disminución del estado 
inflamatorio general que se produce tras el tratamiento prolongado con CBX o ACF. 
Nuestros datos sugieren que una terapia con AINES podría disminuir la concentración local de PGE2, además de por 
la inhibición en la actividad de las ciclooxigenasas, por la inhibición directa de la expresión génica y la síntesis 
proteica de las enzimas responsables de la síntesis de PGE2 en el cartílago. Además, la disminución en la expresión 
de los receptores EP2/EP4 podría ayudar a reducir la progresión del daño articular. El tratamiento con ACF o con 
CBX podría también disminuir la presencia de NO en el cartílago mediante la inhibición de la iNOS. Este estudio 
demuestra in vivo un efecto significativo de los AINES en la regulación de la expresión de la COX-2, la mPGES-1, los 
receptores EPs y de la iNOS en el cartílago humano artrósico.  
En las articulaciones de pacientes con artrosis se observa un incremento en los niveles de IL-1β y de TNF-α [234, 
235]. Este incremento está relacionado con el daño en el cartílago [234, 236]. En este estudio mostramos que el 
tratamiento con CBX inhibe la expresión génica y la síntesis proteica del TNF-α en el cartílago estos pacientes. El 
tratamiento con CBX también inhibe la expresión génica de la IL-1β, aunque no observamos ningún efecto sobre su 
síntesis proteica, probablemente debido a la desviación estadística. En los experimentos in vitro, tanto el CBX como 
el DCF inhibieron de forma significativa el aumento en la expresión de IL-1β de las células estimuladas, mientras que 
ninguno de los AINES modificó la expresión del TNF-α. Los resultados in vitro no parecen reflejar la situación in vivo, 
pero hay que tener en cuenta, como hemos explicado previamente,  que debido a la gran complejidad de la rutas de 
señalización implicadas en los proceso inflamatorios y metabólicos que conducen a la destrucción de la articulación, 
es posible que los AINES presenten efectos diferentes in vivo e in vitro. 
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Algunos autores sugieren que las prostaglandinas no son la única diana en la acción antiinflamatoria de los AINES 
[237]. Nuestros datos demuestran que in vivo la respuesta de los condrocitos a los diferentes AINES en cuanto al 
control de la expresión de la IL-1β y el TNF-α es diferente y no depende de la concentración local de PGE2. Se han 
descrito resultados similares con respecto al control de síntesis de la IL-6 en condrocitos por diferentes AINES [210]. 
En un estudio previo a este llevado a cabo en por nuestro grupo demostramos que los AINES incluidos en el trabajo 
tienen un perfil inhibitorio similar sobre la expresión y la síntesis de la COX-2 y de la PGE2, mientras el CBX y el ACF 
presentaban un perfil antiinflamatorio diferente en cuanto al control de la expresión génica de las citoquinas en la 
membrana sinovial de los pacientes incluidos en este estudio [238]. Aunque son necesarias investigaciones 
adicionales para aclarar el efecto de los AINES sobre los diferentes mediadores proinflamatorios y estructurales, los 
fármacos que pueden inhibir la expresión de citoquinas en las articulaciones artrósicas pueden ser particularmente 
atractivos en el desarrollo de nuevas terapias contra la artrosis.  
Durante el proceso artrósico, los condrocitos y los fibroblastos sinoviales muestran diferente capacidad para 
responder ante una lesión, dando como resultado último la degeneración de todas las estructuras de la articulación. 
Durante la artrosis, los condrocitos y las células sinoviales producen factores proinflamatorios que se ven 
incrementados localmente y que inducen una larga cascada de acontecimientos que dirigen el daño en la 
articulación. En los pacientes con artrosis avanzada de rodilla, el tratamiento durante un periodo prolongado de 
tiempo con CBX o con ACF, mejora de forma similar el dolor y la función articular e inhibe la concentración de PGE2 
en el líquido sinovial. Nuestros resultados indican que una terapia prolongada con fármacos que bloquean la PGE2 
disminuye la producción de la misma no sólo por la inhibición directa de la actividad de la COX-2, sino también por la 
disminución en la expresión y en la síntesis de la COX-2 y de la mPGES-1 en la membrana sinovial y en el cartílago 
articular de los pacientes con artrosis. La disminución en la expresión y en la síntesis de la iNOS en el cartílago 
articular podría contribuir también en la reducción de la progresión de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, el CBX 
y el ACF parecen tener un perfil antiinflamatorio diferente en cuanto al control de la síntesis de citoquinas tanto en la 
membrana sinovial como en el cartílago de pacientes con artrosis. 
 
2. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
MEDIADORES ANGIOGÉNICOS EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
La artrosis se asocia con la pérdida del cartílago articular, la inflamación sinovial, el remodelado del hueso 
subcondral y la formación de osteofitos. La creación de nuevos vasos puede contribuir al desarrollo de todas estas 
alteraciones en la articulación enferma [56]. La angiogénesis es un proceso finamente regulado en el organismo 
[127] por diversos factores que inhiben o promueven su activación en función del estado de cada órgano o tejido 
[128]. 
En el cartílago articular convergen los procesos de regulación de la síntesis y degradación de la matriz extracelular y 
de la angiogénesis. El cartílago no calcificado adulto en condiciones normales carece de vasos sanguíneos. De 
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hecho, este tejido es hostil hacia la invasión vascular, probablemente por la composición de la matriz y la generación 
de factores antiangiogénicos por los condrocitos articulares [239]. Sin embargo, los condrocitos pueden inducir la 
invasión vascular en el cartílago articular y es, de hecho, un requisito previo para la osificación endocondral. En la 
osificación endocondral fisiológica, por ejemplo, durante el crecimiento de los huesos largos, los  condrocitos se 
diferencian para convertirse en condrocitos hipertróficos, dejando tras de sí una matriz de cartílago que se mineraliza 
y se sustituye por hueso nuevo. La formación de osteofitos en las uniones entre el cartílago y la membrana sinovial, y 
el avance del hueso subcondral hacia el cartílago articular, ambos rasgos característicos de la artrosis, son producto 
de un proceso de osificación endocondral [240]. 
La confluencia de las vías moleculares que regulan la síntesis de matriz del cartílago, la inflamación y la 
angiogénesis hace difícil la comprensión de la contribución específica que tiene la creación de nuevos vasos 
sanguíneos en el cartílago durante la artrosis. A su vez, también se desconoce cual es el efecto de los diferentes 
tratamientos anti-artrósicos sobre los mediadores pro y anti-angiogénicos que se expresan en el cartílago durante la 
enfermedad.  
Algunos estudios recientes indican que el crecimiento de vasos sanguíneos desde el hueso subcondral hasta el 
cartílago articular que se produce durante la artrosis podría facilitar el desarrollo de esta patología [241]. Algunos 
autores sugieren que este desarrollo de nuevos vasos sanguíneos en la articulación podría ser parte de un intento de 
reparación del organismo [242]. La mecánica y las consecuencias metabólicas de este proceso reparativo, en 
particular la inervación que acompaña a la angiogénesis, pueden contribuir a aumentar los síntomas y a la progresión 
de la enfermedad [242, 243]. Mapp y colaboradores han sugerido que la neovascularización del cartílago articular se 
produce, aparentemente, en las fases tempranas de la artrosis [241], lo que contribuye a pensar que efectivamente 
este proceso forma parte de un intento reparativo ante el insulto destructivo que iniciaría la enfermedad [244]. La 
imposibilidad de obtener muestras humanas en fases precoces de la artrosis ha dado lugar al estudio de modelos 
experimentales de la enfermedad en los que evaluar la angiogénesis en estas fases pre-clínicas. En cobayas de la 
raza  “Dunkin-Hartley”, la artrosis se desarrolla de forma espontánea, aunque el tiempo en el que estos animales 
desarrollan la enfermedad puede ser muy prolongado [241]. En estos animales es poco frecuente la aparición de 
vasos sanguíneos que cruzan el frente de calcificación desde el hueso subcondral hasta el cartílago, en contrate con 
lo observado en muestras humanas [241]. En un modelo de artrosis por inestabilidad en rata, en el que los cambios 
que se producen en el cartílago articular, el hueso subcondral y la membrana sinovial son similares a los descritos 
durante la artrosis humana, se ha descrito que la vascularización que se produce en la articulación de estos animales 
se asemeja a la observada en muestras humanas  [241]. En este mismo modelo se ha comprobado que la invasión 
vascular en el cartílago articular es uno de los primeros cambios que se producen durante la artrosis, ya que las ratas 
artrósicas muestran aumentos significativos en la vascularización del cartílago calcificado tan solo una semana 
después de la cirugía [16]. Este aumento en la vascularización se produce desde la primera hasta la sexta semana, y 
los niveles más altos de invasión vascular se producen en la segunda semana [16]. Después de la sexta semana, las 
diferencias en el número de vasos sanguíneos dejan de ser significativas  al comparar las ratas artrósicas con las 
ratas control [16].  
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Nuestro modelo de artrosis experimental en conejo es altamente reproducible y se asemeja a la artrosis humana en 
cuanto a las modificaciones que se producen en todas las estructuras de la articulación. Aunque en nuestros conejos 
con artrosis experimental no hemos medido todavía de forma directa el número de vasos que penetran en el 
cartílago, datos previos de nuestro grupo demuestran que la integridad del frente de calcificación se pierde, debido al 
cruce de vasos desde el hueso subcondral, a medida que la enfermedad progresa [245]. 
El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es un potente factor proangiogénico que también regula el 
metabolismo de los condrocitos. La presencia de este factor induce tanto la invasión de vasos sanguíneos como el 
remodelado y la osificación del cartílago hipertrófico en la artrosis [112]. El VEGF regula también la matriz 
extracelular del cartílago mediante el incremento en la síntesis de metaloproteasas y la inhibición de los inhibidores 
tisulares de metaloproteasas (TIMPs), especialmente bajo condiciones de hipoxia [111, 119]. De hecho, la resistencia 
hacia la invasión vascular en el cartílago se ha relacionado con la generación de factores antiangiogénicos por los 
condrocitos articulares, incluido el TIMP [239]. La capacidad de VEGF para modificar el equilibrio entre las 
metaloproteasas y TIMP puede contribuir a la perdida de la protección frente al crecimiento vascular que se observa 
en el cartílago artrósico.  
Se ha demostrado que los osteoblastos, los condrocitos hipertróficos y los condrocitos articulares incrementan la 
síntesis de VEGF durante la artrosis, así como los fibroblastos y los macrófagos de la membrana sinovial [124]. Las 
citoquinas proinflamatorias, la hipoxia y el estrés mecánico modifican el fenotipo de los condrocitos en la artrosis 
[111], mediante la síntesis de VEGF [112, 113]. La hipoxia aumenta también la expresión de este factor de 
crecimiento en los condrocitos a través de la activación del factor nuclear HIF-1α (hypoxia-induced factor-1α). Tanto 
el VEGF como HIF-1α se expresan más en el cartílago artrósico que en el de individuos sanos [122, 124, 246, 247].  
Además, se ha demostrado que ambos mediadores co-localizan en los condrocitos articulares de pacientes con 
artrosis [117]. 
Nuestros datos muestran que en el modelo de artrosis experimental en conejos que hemos realizado, hay un 
incremento en la síntesis de VEGF en el cartílago de los conejos artrósicos en comparación con los conejos sanos, 
de forma similar a lo que otros autores han descrito en el cartílago artrósico humano [122-124]. El incremento en la 
síntesis de VEGF en el cartílago artrósico fue significativo a todos los tiempos de evolución estudiados, desde la 
tercera hasta la duodécima semana. 
En esta tesis, hemos tratado de reproducir in vitro la inducción de VEGF en los condrocitos artrósicos con el fin de 
estudiar los mecanismos por los que se produce. Para ello, hemos estimulado las células con IL1-β, una citoquina 
que se encuentra incrementada localmente en el cartílago artrósico. Nuestros resultados muestran que la IL-1β 
aumenta la expresión VEGF en los condrocitos artrósicos humanos en cultivo, datos que coinciden con los 
resultados de otros autores ya publicados [118, 248]. También medimos la expresión de HIF-1α en los condrocitos 
artrósicos en cultivo estimulados con esta citoquina. Como en el caso de VEGF, nuestros datos muestran que la 
expresión de este factor nuclear aumenta después de estimular las células con IL-1β, resultados que concuerdan con 
otros publicados previamente [118, 249].  
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Nuestro siguiente objetivo fue determinar si el incremento en la concentración local de PGE2 era responsable, al 
menos en parte, del incremento en la síntesis de VEGF  y HIF-1α en los condrocitos durante la artrosis. Como hemos 
mencionado anteriormente, a pesar de que en la actualidad se utilizan fármacos como los AINES durante 
prolongados periodos de tiempo, se desconoce el efecto que tienen estos sobre los mediadores neo-angiogénicos 
que se activan en el cartílago durante la artrosis, entre ellos, VEGF  y HIF-1α. 
En otros ámbitos, como en estudios sobre diferentes tipos de cáncer, varios trabajos relacionan el aumento en la 
síntesis de PGE2 con el incremento de la angiogénesis [132-134, 250]. Estos autores consideran que el aumento en 
la síntesis de la PGE2 en muchos tipos de cáncer es el resultado del aumento en la actividad de la COX-2 que se 
produce en numerosos tumores [251-253]. De hecho, diversos estudios sugieren una relación entre los niveles de 
COX-2 y el aumento de factores angiogénicos, en particular de VEGF y HIF-1α. Los niveles de VEGF se 
correlacionan con los de la COX-2 en cáncer de esófago, colon, pulmón, estomago, etc. [132, 134, 250, 254]. Varios 
investigadores han empleado tratamientos con distintos AINES en diferentes tipos de cáncer para comprobar si 
disminuyen los niveles de VEGF y con ellos, la angiogénesis. Una línea celular de cáncer de colon transfectada con 
COX-2, aumentó la producción de VEGF. Este aumento se inhibió por el tratamiento con NS398, un inhibidor 
específico de la COX-2 [255]. Se observaron efectos similares en células de cáncer de páncreas [135]. Otros AINES 
también tuvieron efectos parecidos [256]. Huang y sus colaboradores sugirieron una relación entre la COX-2, la PGE2 
y la producción de VEGF, posiblemente a través de HIF-1α, utilizando una línea celular de cáncer gástrico [132]. En 
estas investigaciones se muestra que los AINES reducen la producción de factores de crecimiento angiogénico como 
el VEGF.  
Los datos que obtuvimos en el estudio de la expresión de VEGF y de HIF-1α  en el cartílago de los pacientes 
artrósicos tratados con AINES en comparación con pacientes no tratados, muestran que ninguno de los AINES 
empleados consigue disminuir la expresión de HIF-1α ni de VEGF. 
Aunque en algunos tumores los niveles de COX-2 se correlacionan con los de VEGF, esto no demuestra una 
relación causa efecto. De hecho, estos aumentos pueden ocurrir en paralelo. Los estudios de transfección de  células 
tumorales con COX-2 mostraban que el aumento de VEGF que se producía era bloqueado por los AINES [255]. Sin 
embargo, es posible que en la naturaleza haya múltiples vías implicadas por lo que probablemente la inhibición de la 
actividad de una sola enzima no sea suficiente. Es sabido que los AINES a dosis altas tienen efectos distintos de la 
inhibición de la COX. Por ejemplo, la inhibición de NFκB por el CBX [237] ocurre únicamente a dosis altas. En los 
estudios in vitro sobre la regulación de VEGF por los AINES existe una gran disparidad entre las concentraciones de 
los AINES utilizadas. En muchos casos las dosis son tremendamente superiores a las utilizadas en células de la 
articulación y en los experimentos in vitro se han utilizado concentraciones supra-fisiológicas que pueden alterar las 
respuestas. 
Otro aspecto que podría explicar la disparidad de nuestros resultados en pacientes tratados con AINES en 
comparación con las células cancerosas es la propia naturaleza de nuestro estudio. En el caso de los pacientes, se 
trata de una enfermedad crónica en un estadío ya muy evolucionado. Si, como se ha mencionado más arriba, los 
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mediadores neo-angiogénicos se incrementan en el cartílago en las primeras etapas de la enfermedad, es posible 
que en estos pacientes no se pueda apreciar el incremento en la síntesis de VEGF en el momento de nuestro 
estudio. En nuestro laboratorio no disponemos hasta el momento de cartílago sano procedente de muestras 
humanas, por lo que no podemos saber si el VEGF se encuentra estimulado a este tiempo de evolución de la 
enfermedad.  
Otra circunstancia a tener en cuenta es que los pacientes con artrosis tomaron los AINES durante un periodo de tres 
meses, por lo que es posible que tampoco esta situación sea comparable a un tratamiento agudo con AINES sobre 
células tumorales en monocapa. 
Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar si, en condrocitos en cultivo, la concentración de PGE2 podía 
regular la síntesis de los mediadores angiogénicos, para lo que estimulamos los condrocitos con IL-1β y después los 
tratamos con diferentes AINES y SYSADOAS, fármacos anti-artrósicos que inhiben la síntesis de PGE2. Nuestros 
datos muestran que el tratamiento con AINES clásicos y con inhibidores selectivos de la COX-2 no inhibe el aumento 
en la expresión y en la síntesis de HIF-1α provocado por la IL-1β en los cultivos de condrocitos artrósicos humanos.  
Estos datos concuerdan con los obtenidos en el cartílago de los pacientes incluidos en el ensayo clínico. No existen 
estudios anteriores que relacionen los niveles de expresión y de síntesis de HIF-1α con el uso de AINES en el 
cartílago articular durante la artrosis, y solo uno emplea un inhibidor selectivo de la COX-2, el NS398, en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. En este estudio, coincidiendo con nuestros datos, el NS398 no tuvo ningún efecto 
sobre los niveles proteicos de HIF-1α [257].  Podemos encontrar estudios en cultivos de otros tipos celulares en los 
que el tratamiento con AINES inhibe la expresión y la síntesis de HIF-1α, pero las concentraciones de los AINES 
empleadas son como mínimo supra-fisiológicas [258-260].  
Sin embargo, el tratamiento de los condrocitos humanos en cultivo con SG y con CS inhibe la presencia de HIF-1α  
en el núcleo de los condrocitos estimulados por la IL-1β, según nuestros resultados. El mecanismo por el que se 
produce esta inhibición se desconoce. Jee-Young Park y sus colaboradores publicaron en febrero del presente año 
un artículo en el que disminuyen los niveles de HIF-1α en células de cáncer de próstata tras el tratamiento con 
glucosamina [261]. Los autores de este estudio concluyeron que la glucosamina reducía los niveles de HIF-1α por la 
inhibición de la traducción de proteínas. Los niveles celulares de HIF-1α se controlan por el equilibrio entre la 
degradación y la síntesis. El tratamiento con glucosamina inhibió la acumulación de HIF-1α en las células de cáncer 
de próstata pero no afectó a los niveles de ARNm ni a la vida media de la proteína, por lo que sugirieron que la 
glucosamina podría disminuir la traducción de un subconjunto de los ARNm celulares entre los que se incluiría el de 
HIF-1α. Un mecanismo similar se podría haber activado en nuestros experimentos, ya que ni el SG ni el CS 
inhibieron los niveles de ARNm de HIF-1α y sin embargo los dos tratamientos inhibieron la síntesis proteica.  
En cuanto a VEGF, los datos que hemos obtenido en los experimentos in vitro, muestran que todos los fármacos 
utilizados para tratar de inhibir el aumento en la expresión de este mediador provocado por la IL-1β en los 
condrocitos artrósicos humanos son efectivos, sin embargo, solo el SG y el CS consiguen inhibir el aumento en la 
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síntesis proteica. Los diferentes efectos que aparentemente muestran los AINES al inhibir la expresión génica de 
VEGF pero no su síntesis proteica pueden ser debidos a que VEGF está codificado por un gen que genera diferentes 
isoformas proteicas mediante splicing alternativo, como se explica en la introducción. El anticuerpo que hemos 
utilizado para medir la síntesis proteica en esta tesis reconoce específicamente la isoforma VEGF165, la más 
abundante. Estas modificaciones post-transcripcionales explican este aparente desacuerdo en nuestros datos, los 
AINES inhiben el aumento en la expresión génica de VEGF pero no en la síntesis proteica de la isoforma VEGF165. 
Como ya hemos mencionado, en algunos estudios en otros tipos celulares la producción de VEGF disminuye con el 
uso de AINES, pero las dosis empleadas en la mayor parte de esos trabajos son supra fisiológicas [135, 256], lo que 
hace difícil la comparación de esos estudios con el nuestro. Una posible explicación para la inhibición en la síntesis 
de VEGF que producen los SYSADOAS en nuestros experimentos implicaría al factor de traducción κB (NFκB). El 
SG inhibe en condrocitos artrósicos la activación de este factor nuclear previniendo la degradación en el citoplasma 
celular de IκBα, una subunidad inhibitoria del NFκB, y evitando así la traslocación al núcleo de la subunidades p50 y 
p65 del factor nuclear [191]. Esta inhibición de la activación del NFκB por el SG también puede observarse in vivo en 
las células mononucleares periféricas de los conejos de un modelo animal de arterosclerosis agravado con artritis 
crónica [262]. Con el mismo modelo animal se demostró que también el CS reduce in vivo la activación de este factor 
nuclear [263]. Previamente, ya se había publicado que el CS era capaz de inhibir la activación del NFκB inducida por 
la IL-1β en sinoviocitos en cultivo [264]. La activación del NFκB induce la expresión de un gran número de genes 
implicados en la regulación de una amplia variedad de respuestas biológicas, incluyendo VEGF [265]. En células de 
carcinoma renal, se puede relacionar el nivel de NFκB activado en el núcleo con la expresión de VEGF [266]. De esta 
manera, si tanto el SG como el CS son capaces de inhibir, al menos en parte, la activación del  NFκB, podrían así 
disminuir  la síntesis de VEGF.  
El tratamiento con SG y con CS de los condrocitos artrósicos humanos en cultivo inhibió el aumento provocado por la 
IL1-β tanto en la síntesis de VEGF como en la presencia de HIF-1α en el núcleo celular, en comparación con las 
células estimuladas en ausencia de dichos fármacos. De esta forma, el mecanismo por el cual estos fármacos 
disminuyen la síntesis de VEGF en condrocitos artrósicos en cultivo podría ser, al menos en parte, a través de la 
inhibición en la activación del factor nuclear HIF-1α. 
A continuación, quisimos comprobar en el modelo experimental de artrosis en conejo si el tratamiento con SG era 
capaz de reducir el aumento en los niveles de VEGF que se producen durante la artrosis [122-124]. Como hemos 
mencionado anteriormente, los niveles de VEGF aumentaron en el cartílago de los conejos con artrosis. Algunos de 
los conejos artrósicos fueron tratados, de manera preventiva con SG, desde dos semanas antes de la intervención 
quirúrgica hasta su sacrifico. En el cartílago de estos conejos tratados, los niveles de VEGF disminuyeron en 
comparación a los niveles de VEGF del cartílago de los conejos artrósicos sin tratar. Estos resultados muestran que 
el SG es capaz de reducir la síntesis de VEGF in vivo en el cartílago artrósico, probablemente debido a su capacidad 
de inhibir parte de la activación del NFκB [191, 262], ya que los niveles de VEGF están relacionados con la activación 
del NFκB en varios tipos celulares en los que la inhibición de la activación este factor nuclear se vincula con una 
disminución en los niveles de varios factores angiogénicos, en particular de VEGF  [266, 267]. 
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3. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE LA SÍNTESIS DE 
OPG/RANK/RANKL EN EL CARTÍLAGO ARTRÓSICO. 
La característica principal de la artrosis es la degeneración del cartílago articular, pero además durante el proceso 
artrósico, simultáneamente se producen cambios en la cápsula articular, en los tejidos blando periarticulares, en la 
membrana sinovial y en el hueso subcondral [2]. La integridad del cartílago podría depender del hueso subcondral; 
En los años 80 se escribieron  los primeros artículos en esta línea en los que se describía como las alteraciones del 
hueso influenciaban en la transmisión de fuerzas mecánicas y contribuían a la progresión del daño del cartílago 
[268]. Posteriormente se ha demostrado una relación directa entre el daño del cartílago y la pérdida de masa ósea en 
el hueso subcondral en un trabajo en el que la osteoporosis inducida en el hueso subcondral aumentó la gravedad de 
los daños en el cartílago en un modelo experimental en conejo [269]. 
Diferentes estudios microscópicos que describen un aumento del volumen del hueso, confirmaron la existencia de 
esclerosis en el hueso subcondral en fases avanzadas de la artrosis [12, 13], que probablemente refleje una 
respuesta adaptativa. Sin embargo, varios modelos experimentales con inestabilidad de la articulación por 
manipulación quirúrgica sugieren que fases tempranas de la artrosis pueden estar asociadas a un incremento en la 
resorción ósea [14-17]. De hecho, algunos datos indican que el remodelado en el hueso subcondral aumenta en 
pacientes con artrosis y en las primeras fases de la artrosis experimental [16, 18, 270]. Estas respuestas tempranas 
podrían ser iniciadas por citoquinas y metaloproteasas liberadas durante la destrucción del cartílago y el estrés del 
hueso [16, 18], ya que en artrosis experimentales, en la interfase entre el hueso y el cartílago se han detectado 
niveles elevados de TGFβ, MMP-9 y -13, BMPs y IL-6 [15, 18]. Además, se ha sugerido que distintos agentes que 
podrían inhibir la señal resortiva temprana en el hueso subcondral, como el alendronato o la osteoprotegerina, 
disminuirían el daño en el cartílago en modelos experimentales de artrosis [17, 18]. Estos datos indican una estrecha 
relación entre el hueso y el cartílago y sugieren que ambos tejidos pueden mantener una permanente comunicación 
tanto desde un punto de vista biomecánico, como intercelular e intermolecular. Sin embargo, los mediadores 
moleculares específicos de esta comunicación no se han descrito en profundidad. 
A finales del siglo pasado se descubrió y se caracterizo RANKL, una citoquina esencial para la activación 
osteoclástica. Este descubrimiento, junto con el de su receptor, RANK, y de OPG, un receptor señuelo soluble para 
RANKL, han determinado un nuevo criterio molecular y celular sobre la resorción ósea y la homeostasis del hueso en 
general [137, 138]. RANKL es una proteína transmenbrana que pertenece a la súper familia de los receptores de 
TNF y se expresa en los precursores hematopoyéticos de los osteoblastos, en los osteoblastos maduros, en los 
condrocitos y en otras células de la articulación en presencia de citoquinas como la IL-1 y la IL-6 [137, 143]. RANKL 
modula la diferenciación y la activación de los osteoclastos gracias a la unión con su receptor RANK, localizado en 
los precursores de los osteoclastos y en los osteoclastos maduros [139, 144, 148]. OPG es una proteína con 
homología con los miembros de la familia de los receptores del TNF producida y liberada por células estromales y 
otros tipos celulares incluido el osteoblasto, y actúa como un receptor señuelo soluble para RANKL compitiendo con 
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RANK; En consecuencia, OPG es un eficaz inhibidor de la activación y maduración de los osteoclastos in vivo e in 
vitro [139, 144, 148].  
El sistema OPG/RANK/RANKL es el principal sistema de remodelado del hueso, aunque también se expresa en 
condrocitos [143, 149, 150]. En los condrocitos, la función y la regulación de este sistema siguen siendo en gran 
parte desconocidas. La regulación de OPG y de RANKL en los osteoblastos del hueso subcondral es diferente 
dependiendo de la concentración de PGE2 liberada por esta células [151, 152]. En cambio, el efecto de la PGE2, o el 
efecto de la inhibición de ésta sobre la regulación de OPG y RANKL en el cartílago de pacientes con artrosis no se 
han descrito hasta ahora, aunque la PGE2 es uno de los principales objetivos en el tratamiento contra la artrosis.  
A pesar de la complejidad de los mecanismos fisiopatológicos por los que se destruye el cartílago y el hueso durante 
la artrosis, es evidente que la osteoclastogénesis y la activación de la unión de la membrana sinovial con el cartílago 
pueden contribuir a la remodelación de la matriz ósea en pacientes con artrosis [271-273]. Además, el líquido sinovial 
de pacientes artrósicos induce resorción ósea por medio de la activación del sistema OPG/RANK/RANKL [272]. Todo 
esto nos permite especular con que la síntesis y la liberación de OPG y de RANKL desde los condrocitos pudieran 
contribuir también en el remodelado óseo mediante la maduración y activación de los osteoclastos de la sinovial. 
En esta tercera y última parte de la tesis, hemos demostrado que el tratamiento con CBX, un inhibidor selectivo de la 
COX-2 empleado habitualmente en el tratamiento contra la artrosis, modifica la expresión y la síntesis de RANKL en 
el cartílago de pacientes con artrosis avanzada de rodilla. Así mismo, en la primera parte de la tesis, demostramos 
que el tratamiento con este AINE inhibe la concentración de PGE2 en el líquido sinovial de pacientes con artrosis, y 
que en el cartílago de esos pacientes artrósicos también está inhibida la COX-2 y la mPGES-1 en comparación con 
los pacientes del grupo CONTROL que no recibieron CBX. Aunque no hemos medido la concentración de PGE2 en el 
cartílago, presumiblemente el  tratamiento con celecoxib provoca una disminución local de este metabolito; Por lo 
tanto, la reducción de la concentración de PGE2 en las articulaciones de los pacientes parece estar acompañada por 
una inhibición paralela de la señal resortiva mediada por el ratio OPG/RANKL. Creemos que esta es la primera 
descripción de un efecto in vivo del tratamiento con un AINE en el sistema OPG/RANKL en el cartílago humano. 
Las variaciones en el ratio OPG/RANKL observadas son debidas a los cambios ocasionados por el tratamiento con 
CBX en la expresión y la síntesis de RANKL, ya que la expresión y la síntesis de OPG no se modifica con este 
tratamiento. También medimos en el cartílago de los pacientes la expresión de RANK, pero no observamos ninguna 
diferencia entre los pacientes tratados con CBX y los pacientes del grupo CONTROL. La expresión y la síntesis de 
RANKL podría ser el mediador clave de este sistema en el cartílago articular artrósico, ya que es el único miembro 
del sistema que se modifica, a diferencia de OPG y de RANK. Es poco probable que las diferencias que encontramos 
en la expresión y la síntesis de RANKL en el cartílago de los pacientes sean debidas a distribución de los pacientes 
al comienzo del ensayo clínico, ya que en ese momento, tanto el dolor como la función articular en los pacientes 
pertenecientes a los grupos CONTROL y los tratados con CBX eran similares. 
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Aunque el tratamiento con agentes modificadores de la enfermedad modula la síntesis de OPG y de RANKL en las 
articulaciones de pacientes con artritis reumatoide [274-276], todavía no existen datos sobre la modulación de este 
sistema en el cartílago de pacientes con artritis reumatoide o con artrosis severa. En la membrana sinovial, el 
tratamiento induce un incremento en el ratio OPG/RANKL que se correlaciona con unos mejorados resultados 
radiológicos de los pacientes con artritis reumatoide [275, 277]. 
Para estudiar si la PGE2 por sí sola puede modular el sistema OPG/RANKL en el cartílago o si los cambios en estos 
mediadores en el cartílago son el resultado de la disminución de la inflamación en los pacientes tratados con CBX 
como hemos demostrado en la primera parte de la tesis, hemos estudiado el efecto de la PGE2 en la modulación del 
ratio OPG/RANKL en condrocitos artrósicos humanos en cultivo.  
Aunque se incrementó la expresión y la síntesis tanto de OPG como de RANKL en los condrocitos en respuesta a la 
PGE2, el aumento en la expresión y en la síntesis de RANKL fue siempre superior al observado para OPG. Por lo 
tanto, la PGE2 induce una clara disminución del ratio OPG/RANKL en los condrocitos artrósicos, principalmente 
debido al aumento en la expresión y la síntesis de RANKL. Tras el tratamiento con PGE2, los osteoblastos, las 
células estromales y los fibroblastos también incrementan la expresión de RANKL, [278-280]. Sin embargo, hasta 
ahora no se había examinado la inducción directa de RANKL por PGE2 en condrocitos. La PGE2 es uno de los 
mediadores que más influye en la formación y en la resorción del hueso [281-283]. Aunque comúnmente asociamos 
la PGE2, tanto in vitro como in vivo, a la resorción ósea por su capacidad de aumentar el número y la actividad de los 
osteoclastos [284], también hay algunas evidencias de que la PGE2 puede inducir la formación de hueso [284-286]. 
Nuestros datos confirman resultados previos sobre los osteoblastos del hueso subcondral y la liberación de RANKL 
de forma dependiente a la PGE2 [151]. El CBX también inhibe la formación de osteoclastos en un modelo de ratón 
transgénico IL-α [287]. 
Los diferentes efectos que induce la PGE2 en el cartílago y en el hueso pueden depender, como hemos explicado 
previamente,  de su unión a los diferentes receptores específicos de la superficie celular, los receptores EPs, cada 
uno con diferentes vías de transducción de señales intracelulares. En la primera parte de la tesis demostramos que 
los cuatro receptores EPs se expresan en el cartílago artrósico humano y en condrocitos artrósicos humanos en 
cultivo. Los receptores EP2 y EP4 han resultado ser esenciales en cuanto a la formación y resorción del hueso en 
términos de actividad y de maduración de los osteoclastos [70, 283, 285, 288], mediante la señal resortiva inducida 
por la PGE2.  En osteoblastos, mediante la activación de los receptores EP2 y EP4 inducida por PGE2,también se 
induce una señal resortiva por la modulación de la síntesis de OPG y de RANKL [281]. En los condrocitos artrósicos 
humanos en cultivo, nuestros resultados muestran que la activación de los receptores EP2 y EP4 inducida por la 
PGE2 produce un aumento en la expresión y en la síntesis de los mediadores OPG y RANKL, aunque el aumento de 
RANKL fue siempre superior al observado para OPG; Por lo tanto, la activación de los receptores EP2/EP4 en el 
cartílago podría mediar en una señal resortiva inducida por la PGE2. 
Además de la PGE2, la concentración local de citoquinas proinflamatorias también podría ser responsable de la 
disminución de la expresión y síntesis de RANKL que se observa en el cartílago de los pacientes tratados con CBX. 
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En la primera parte de la tesis demostramos que el tratamiento con CBX inhibe la expresión de la IL-1β  y la 
expresión y la síntesis del TNFα en el cartílago de estos pacientes y con anterioridad a esta tesis demostramos que 
ambas citoquinas también están inhibidas en la membrana sinovial [238]. En condrocitos humanos se ha demostrado 
que la IL-1β induce OPG y RANKL [150]. De acuerdo con estos resultados, tratamientos con antiinflamatorios en 
pacientes con artritis reumatoide aumentan el ratio OPG/RANKL en el tejido sinovial [275, 277].  
En el cartílago de los pacientes incluidos en el ensayo clínico estudiamos la localización tanto de OPG como de 
RANKL. Observamos que las dos proteínas se localizan en todas las zonas del cartílago severamente dañado como 
consecuencia de la artrosis. La localización de OPG y de RANKL de nuestros cortes histológicos está en claro 
contraste con tinciones observadas con anterioridad en pacientes sanos y con artrosis leve [150]. En nuestros cortes, 
encontramos tinciones positivas para los dos mediadores, tanto en el interior celular como en el medio extra celular, 
lo que supone que estas proteínas pueden ser sintetizadas y liberadas desde los condrocitos hialinos. Previamente, 
se ha demostrado que el RANKL exógeno no  activa el factor nuclear de transcripción kappa B (NFκB) ni estimula la 
expresión de genes que codifican mediadores pro-inflamatorios en condrocitos humanos [150]. Sin embargo, es 
posible que los condrocitos artrósicos respondan a aumentos locales de RANKL endógeno, modulando vías 
celulares u otros mediadores. Recientemente se ha publicado que los condrocitos hipertróficos regulan la 
osteoclastogénesis y la resorción del cartílago calcificado por los osteoclastos mediante la producción de RANKL 
[201]. Como se puede observar en las inmunohistoquímicas, existe señal positiva para RANKL en los condrocitos 
cercanos al frente de calcificación en el tejido peri-celular asociado a los condrocitos del cartílago, e incluso en los 
condrocitos encerrados en el cartílago calcificado. Además de promover la osteoclastogénesis, los condrocitos 
podrían promover la aparición de precursores de osteoclastos desde los vasos sanguíneos recién formados por 
medio de la expresión de RANKL. De hecho, se ha demostrado que RANKL tiene propiedades quimio-atrayentes en 
monocitos de sangre periférica [289, 290]. También hemos observado que RANKL se expresa cerca de los vasos 
sanguíneos que penetran en el cartílago artrósico, atravesando el frente de calcificación, que son capaces de llevar 
precursores desde la circulación hasta el hueso recién formado. Además, los condrocitos artrósicos secretan VEGF 
que dirige el estrechamiento del cartílago vascularizado y la expresión de metaloproteasas [124]. RANKL también ha 
sido descrito como un modulador de la respuesta angiogénica [291, 292].  
Aunque necesitamos continuar las investigaciones para determinar el papel específico de la síntesis de RANKL en el 
cartílago, nuestros datos sugieren que RANKL podría mediar en una señal resortiva desde el cartílago que 
modularía, al menos en parte, la invasión vascular, la calcificación del cartílago y el metabolismo del hueso 
subcondral adyacente durante la artrosis.  
La importancia de la inflamación sinovial y del reclutamiento del infiltrado celular en la fisiopatología de la artrosis es 
cada vez más evidente [21, 56, 238]. Aunque los mecanismos fisiopatológicos por los que se destruye el cartílago y 
el hueso en la artrosis son complejos, es evidente que la formación de osteoclastos y la activación del cartílago y la 
membrana sinovial pueden contribuir en el remodelado de la matriz del hueso en pacientes con artrosis [271, 272]. 
Además, el líquido sinovial de pacientes con artrosis induce resorción ósea a través de la activación del sistema 
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OPG/RANK/RANKL [272]. De este modo, se podría especular con que la síntesis y la liberación de OPG y RANKL 
desde los condrocitos también podrían contribuir al remodelado óseo promoviendo la maduración y la activación de 
los osteoclastos sinoviales. 
Gracias al modelo de artrosis en conejo, estudiamos la síntesis de OPG y de RANKL en cartílago sano y pudimos 
compararlo con cartílago artrósico. De forma similar que el cartílago de los pacientes, no encontramos diferencias en 
la presencia de OPG. Sin embargo, observamos un aumento en la síntesis de RANKL en el cartílago de los conejos 
artrósicos en comparación con el de los sanos. Por lo tanto, el ratio OPG/RANKL está inhibido en los conejos 
artrósicos. Estos datos concuerdan con los obtenidos previamente en condrocitos humanos [293] y en otros tipos 
celulares como osteoblastos [294] y sugieren que la artrosis induce una señal resortiva en el cartílago mediante la 
modulación del ratio OPG/RANKL. 
En resumen, nuestros datos indican que la artrosis induce una señal resortiva en el cartílago mediante la modulación 
del ratio OPG/RANKL en un modelo experimental de artrosis en conejo y que la PGE2 regula in vitro la síntesis  y la 
liberación por los condrocitos articulares de los principales mediadores del metabolismo óseo. El tratamiento a largo 
pazo con AINES inhibe la señal resortiva sintetizada por los condrocitos, especialmente a través de la síntesis de 
RANKL. Aunque todavía se desconoce el papel de este sistema en el metabolismo del cartílago artrósico, estas 
proteínas podrían modular la actividad de las células del hueso subcondral de forma paracrina.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES. 
 
1. La inhibición de la síntesis de la PGE2 provocada por el tratamiento con CBX o con ACF mejoró de forma 
similar el dolor y la función articular de pacientes con artrosis de rodilla, e indujo una disminución similar en 
la expresión y síntesis de la COX-2, la mPGES-1 y la iNOS en el cartílago articular de estos pacientes en 
comparación con pacientes sin tratar. Estos datos sugieren que un tratamiento prolongado con estos 
fármacos disminuye la producción de PGE2 no sólo por la inhibición directa de la actividad enzimática de las 
ciclooxigenasas, sino también por la inhibición de la expresión génica  y de la síntesis proteica de las 
enzimas limitantes de este sistema en el cartílago. La disminución en la expresión y en la síntesis de la 
iNOS en el cartílago articular podría también contribuir en la reducción de la progresión de la respuesta 
inflamatoria. 
 
2. Todos los receptores celulares de la PGE2 se expresan en el cartílago articular de pacientes con artrosis de 
rodilla. La  inhibición de la síntesis de la PGE2 con el CBX reduce la expresión de los receptores EP2/EP4, 
por lo que la señalización de la PGE2 a través de los receptores EP2/EP4 podría tener un papel 
antiinflamatorio en el cartílago de pacientes con artrosis, al menos en situaciones de inhibición o diminución 
en la concentración de la PGE2. 
 
3. Los dos fármacos utilizados en el estudio, el CBX y el ACF, parecen tener diferente perfil antiinflamatorio en 
cuanto al control de la síntesis de citoquinas como IL-1β y TNF-α en el cartílago articular de pacientes con 
artrosis de rodilla. 
 
4. Ninguno de los dos AINES modificó la expresión de VEGF, un mediador neoangiogénico que se expresa en 
el cartílago artrósico, en comparación con los pacientes sin tratar. Mediante estudios in vitro hemos 
comprobado que la inhibición de la síntesis de PGE2 inducida por la presencia de diferentes AINES (CBX, 
MXC, DCF e IND), no modifica la síntesis de los mediadores neoangiogénicos HIF-1α y VEGF inducida por 
la IL-1β en condrocitos artrósicos humanos en cultivo. Sin embargo, el tratamiento de los condrocitos con 
SG y con CS inhibió la síntesis de HIF-1α y de VEGF inducido por la IL-1β. Estos datos sugieren que la 
síntesis de estos mediadores no estaría relacionada con la concentración de PGE2 en el cartílago artrósico.  
 
5. En un modelo experimental de artrosis de rodilla en conejos, en el que hemos demostrado un incremento en 
la vascularización del cartílago artrósico similar al que está descrito en la artrosis humana, así como un 
incremento en la síntesis de VEGF, el tratamiento con SG fue capaz de disminuir la síntesis de VEGF en el 
cartílago de los conejos en comparación con los animales no tratados. 
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6. El tratamiento con CBX durante 3 meses de pacientes con artrosis de rodilla altera la presencia de los 
mediadores del metabolismo óseo OPG y RANKL en el cartílago, modificando la señal resortiva ósea que 
podría ser sintetizada en este tejido. Tanto OPG como RANKL se localizan en el cartílago articular de los 
pacientes, tanto en el condrocito como en la matriz pericelular. Además, RANKL se localizó en condrocitos 
cercanos al frente de calcificación.  
 
7. Mediante estudios in vitro hemos demostrado que la  PGE2, a través de sus receptores EP2/EP4, regula de 
forma directa la expresión y la liberación de éstos mediadores del metabolismo óseo en condrocitos 
artrósicos humanos en cultivo. La presencia de PGE2 induce un incremento en la síntesis de OPG y, en 
mucha mayor medida, de RANKL, de forma dosis y tiempo dependiente.  
 
8. El modelo de OA por inestabilidad que hemos realizado reproduce el incremento en la síntesis de RANKL 
en el cartílago articular que se produciría en las fases tempranas de la enfermedad, por lo que podría ser un 
modelo válido para comprobar el efecto de diferentes fármacos que modifiquen esta señal resortiva. 
 
9. Aunque todavía se desconoce el papel del sistema OPG/RANK/RANKL en el metabolismo del cartílago 
artrósico, estas proteínas podrían modular la actividad de las células del hueso subcondral de forma 
paracrina.  
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